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In note precedenti abbiamo potuto dimo- 
strare la presenza, di fegato di 
ratto tenuto a digiuno anche protratto, o di 
ratto nutrito con diete fortemente squilibrate 
in senso ipoprotidico, la presenza di un’attivita 
enzimatica di tipo ossidasico non rivelabile 
nell’omogenato di ratto normale. 

Per la peculiare caratteristica di comparire 
solo in particolari circostanze metaboliche, que- 
sta attivita é stata denominata « ossidazione di 
emergenza », secondo una nostra veduta inter- 
pretativa (1, 2). 

Questo tipo di attivita, enzima o catene 
multienzimatiche, pud rappresentare o riserve 
funzionali per situazioni metaboliche partico- 
lari e rivelantisi soltanto in queste ultime circo- 
stanze, oppure fenomeni analoghi a quelli di 
adattamento enzimatico, intesi perd in un 
senso estensivo, con riferimento cioé a situa- 
zioni metaboliche nuove createsi nel tessuto. 
Queste possono anche non essere costituite 
dall’apporto di una sostanza nuova ed estra- 
nea, come nel caso degli enzimi di adattamento 
nel campo batteriologico, pei quali é nato il 
concetto stesso di adattamento. 

Nel nostro caso specifico si é potuto stabilire 
che il fegato, in particolari condizioni di au- 


mentato catabolismo lipidico, é capace, in pre- 
senza di amide dell’acido nicotinico (AAN) di 
ossidare un composto che probabilmente é indi- 
viduabile nell’acetato, passando per vie che 
non includono Ja ossidazione del succinato 
(1, 2). 

Con queste premesse veniva fatto di pen- 
sare che, per lo meno in linea teorica, |'atti- 
vita di enzimi legati alla ossidazione dell’ace- 
tacetato non fosse il solo esempio di sistemi 
ossidativi di « emergenza », ma che esistesse la 
possibilita di altre modalita ossidative, deter- 
minate dal costituirsi di nuove e anormali si- 
tuazioni enzimatiche, per l’appunto di « emer- 
genza », diverse tra loro da caso a caso. 

Per lo meno in linea teorica @ possibile 
affermare, che lo stabilirsi di nuove vie meta- 
boliche abbia a dipendere almeno da due fat- 
tori, che sono: la diminuzione di attivita di 
qualche enzima in catena, per cui il metabo- 
lismo viene deviato attraverso « corti circuiti » 
nell’ambito della stessa catena (é il caso, per 
esempio di lesioni biochimiche nell’ambito del 
ciclo di Krebs); la presenza nel « milieu inte- 
rieur » di substrati nuovi, che di solito non vi 
sono presenti (come per esempio nel caso di 
certe intossicazioni). 
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La possibilita di formazione di corti circuiti 
e di catene metaboliche pit semplici, proprio 
nell’ambito del ciclo di Krebs, é stata dimostrata 
nel caso del muscolo cardiaco da Potter usando 
opportuni inibitori (3). 

La seconda di queste possibilita ci porta 
sempre di pid sul terreno degli «enzimi di 
adattamento ». 

E pensabile che questo tipo di attivita enzi- 
matiche di « emergenza » possa servire anche a 
scopo energetico, oltre che disintossicante, col 
fine di mantenere il « livello utile » delle ossi- 
dazioni per la vita della cellula, qualora una 
sostanza tossica agisca in senso inibitorio su 
qualcuno dei componenti i principali sistemi 
energetici cellulari. 

Da quanto sopra appare chiaramente |’im- 
portanza che questi sistemi metabolici ossida- 
tivi di « emergenza » possono avere. 


Poiché la amide nicotinica si é dimostrata 
capace di rivelare la presenza nell’ambito del- 
l’omogenato di fegato della attivita ossidasica 
sopra ricordata, abbiamo voluto vedere: 

1) se anche in corso di intossicazione con 
amanita-tossina, si potesse evidenziare la pre- 


senza di ossidazioni svelabili con la amide nico- 
tinica ; 

2) qualora queste fossero rilevate, studiare 
il loro comportamento in presenza di inibitori 
del ciclo di Krebs, visto che nello stato di ca- 
renza alimentare ipoprotidica la eccitazione in- 
dotta dalla amide nicotinica non era inibita 
dal malonato (vedi note precedenti). 


PARTE SPERIMENTALE 

Sono stati utilizzati ratti maschi di 3 mesi 
circa del peso di 180 grammi, di ceppo italico. 
Gli ed intossicati venivano pre- 
levati direttamente dalla gabbia avendo avuto 
cibo a disposizione fino al momento in cui 
erano sacrificati. 

La amanita-tossina, ottenuta con il metodo 
di Ford (4) e diluita fino ad ottenere, in deter- 
minazioni preliminari, la dose minima non 
mortale in 1 cc, é stata somministrata per via 
peritoneale. 

L’omogenato veniva preparato sospendendo 
il tessuto in 9 parti di ECT isotonic ed omo- 
geneizzato per I minuto in superomogeneizza- 
tore Tubingen a o° di temperatura a 42 mila 
giri al m’. Questo tempo basta a produrre un 
omogenato altamente disperso. 


° 
br Ratfo normale Ratto dopo 24ore Ratto dopo 4 giorni 
60) dalla intossicazione 60] dalla intossicazione 
= so) 50: 50; 
40; 40; 
30) 30} 
° 
° 
20; 20) 
ra) 
10} 10} / 
= 

10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40 

MINUTI PRIMI 
Fig. 1 


O = respirazione endogena di base senza amide nicotinica. 
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@ = respirazione endogena in presenza di amide nicotinica. 


di 
da 
ti 
sa 
Pp 
d 
lc 
s 


ila 


Le misure sono state eseguite in apparecchio 
di Warburg; la miscela di reazione era costituita 
da 1 cc di omogenato, 0,5 cc di amide nico- 
tinica M/r1 (nelle vaschette in cui essa veniva 
saggiata) e 0,3 cc di una soluzione M/to della 
sostanza inibente, Ringer salino isotonico tam- 
ponato a pH 7,2 fino a volume finale di 3 cc. 

Nel pozzetto centrale venivano posti 0,2 cc 
di KOH 2M. Gli inibitori, usati in concentra- 
zione M/ro, sono stati il fluoroacetato, il ma- 
lonato, l’arsenito, tutti sotto forma del loro 
sale sodico. La temperatura del bagno era 
mantenuta costante a 30° ¢ le letture eseguite 
ogni 10 minuti per un minimo di 40 minuti. 
Ogni dato é la media di almeno 6 esperienze. 


RISULTATI E DISCUSSIONE 


Nella fig. 1 sono espressi graficamente i dati 
dell’attivita respiratoria endogena dell’ omoge- 
nato di fegato in presenza, e non, di amide ni- 
cotinica per ratti normali o intossicati con 
amanita-tossina. 

E possibile notare come la amide nicotinica, 
che esercita la nota azione inibente sulla respi- 
razione endogena del fegato normale (*) 
(Feigelson e Coll.), & capace di rivelare una 
maggiore attivita respiratoria negli omogenati 
provenienti da ratti intossicati con amanita- 
tossina, sia dopo un giorno che dopo 4 giorni 
dalla intossicazione. 

Questo fatto ci ha indotti a pensare che negli 
omogenati di fegati ottenuti da ratti intossi- 
cati con la tossina della amanita falloide esista 
una attivita ossidativa endogena di tipo diverso 
da quella degli omogenati ottenuti dal fegato 
di ratti normali. 

Abbiamo pertanto voluto vedere se alcuni 
inibitori del ciclo di Krebs, e cioé il malonato, 
il fluoroacetato e l’arsenito, aggiunti ad omo- 
genati ottenuti da ratto normale o da ratto in- 
tossicato, avessero una differente attitudine nel- 
l'influenzare la respirazione endogena in pre- 
senza, e non, di amide nicotinica. 

I dati relativi a questa esperienza nell’atti- 
vita respiratoria julegian espressi in valore 
percentuale, sono raccolti nella tabella I, dalla 


(*) Si noti che qui e altrove, per fegato normale si intende 
sempre quello di ratto a dieta perfettamente equilibrata e non 
digiunante. 


quale si deduce che, in assenza di amide nicoti- 
nica, gli inibitori (tranne che nel caso del fluo- 
roacetato nel normale e nell’omogenato di 
ratti dopo 4 giorni dalla intossicazione), agi- 
scono sempre in senso inibente. 

In presenza di amide nicotinica, mentre nella 
situazione normale di controllo si ha inibi- 
zione da parte di tutti gli inibitori, negli omo- 
genati ottenuti da ratti intossicati si ha, dopo 
I giorno dalla intossicazione, inibizione solo in 

resenza di malonato e di arsenito, mentre si 
fa eccitazione negli altri casi: Dopo 4 giorni 
dalla intossicazione si ottiene sempre una ecci- 
tazione significativa, tranne che nel caso in 
cui tutti e tre gli inibitori siano stati associati, 
caso nel quale si ha una inibizione. 


TABELLA I 


Con amide 
nicotinica 


Senza amide | 
nicotinica | 


» + fluoroacetato 100 73 100 92 155 | 190 


» + arsenito... | 47 33 7o 83 58 | 130 


+ malonato . 
» + fluoroacetato 81 78 70 g2 136 | 130 


+ malonato . 
+ fluoroacetato 
» + arsenito... | §2 48 93 46 | 120 47 


N = respirazione percentuale dell’omogenato di fegato di ratto 
normale. 


1 = respirazione percentuale, rispetto al dato ottenuto dall’omo- 
genato di fegato di ratto normale, dell’omogenato ottenuto 
dal fegato di ratto 24 ore dopo la intossicazione, 


4 = come sopra, 4 giorni dopo la intossicazione. 


Questa diversita di comportamento mostrata 
dalla respirazione in presenza di amide nicoti- 
nica verso gli inibitori del ciclo di Krebs, ci 


‘ permette, senza voler entrare in dettagli inter- 


pretativi particolareggiati, di prospettare l’esi- 
sistenza di sistemi enzimatici di tipo ossidasico 
diversi dallo stato metabolico normale. 

Per questa caratteristica sono essi, quindi, 
realmente dei sistemi di «emergenza», in 
quanto legati alla presenza dello stato tossico 
e sono rivelabili pur essi dalla nicotinamide. 
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E, in via finalistica, pensabile che le ossida- 
zioni legate a questi enzimi, probabilmente, con- 
seguano I’effetto utile di mantenere un livello 
energetico limite in seno al tessuto, cosi che 
questo possa sopravvivere fino all’eventuale ri- 
pristino di condizioni metaboliche normali, una 
volta eliminata la causa tossica responsabile delle 
lesioni biochimiche in atto. E pensabile, anche, 
che altri modelli sperimentali possano senza dif- 
ficolta essere istituiti a pi ampia dimostrazione 
di fenomeni di questo ordine e che, pertanto, 
il concetto di « ossidazione di emergenza » possa 
assumere interesse ulteriore e, forse, valore ge- 
nerale per il metabolismo intermedio patolo- 
gico del fegato. Sarebbe da dimostrarsi, poi, 
se tuttocid riguardi soltanto questo, od anche 
altri tessuti. 


RIASSUNTO 


Gli AA. dimostrano la possibilita nel fegato di 
ratto di modalita ossidative diverse dal ciclo di Krebs 
in particolari condizioni sperimentali: dopo il digiuno 
protratto in precedenti ricerche e ora con la lesione 
tossica da amanita falloide. Tali ossidazioni, che ven- 
gono definite « ossidazioni di emergenza », sono espres- 
sione di attivita enzimatiche, le quali o non sono pre- 
senti, o non si manifestano nel tessuto normale. Esse 
potrebbero assumere un significato pill estensivo da 
una ulteriore sperimentazione rivolta in tal senso. 


RESUME 


En matiére de métabolisme hépatique et de pathologie enzy- 
matigque. Considérations autour des oxydations dites 
d’ « émergence ». 

Les auteurs démontrent que dans le foie de rat des 
modalités oxydatives autres que le cycle de Krebs 
peuvent se vérifier dans des conditions d’expérience 
particuliéres, comme le jeun prolongé dans des re- 
cherches effectuées précédemment et la lésion to- 
ue par amanite phalloide dans la recherche faisant 
jet du présent travail. Ces oxydations, dites « oxy- 
dations d’émergence », sont l’expression d’activités en- 
zymatiques qui ne sont pas présentes ou qui ne se 
manifestent pas dans le tissu normal. Elles pourraient 
acquérir une signification plus étendue si une expéri- 
mentation ultérieure était effectuée dans ce sens. 


xi 
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SUMMARY 
On the subject of hepatic metabolism and enzymatic pa- 
thology. Considerations regarding the so-called « emer- 
gency oxidations ». 
The authors demonstrate that rat’s liver may use 
means of oxidation different from Kreb’s cycle, under 


particular experimental conditions - after protracted 
fasting, in previous researches, and now, on suffering 
from toxic lesions due to Amanita phalloides. These 
oxidation processes, which are defined as « emergency 
oxidations », are expressions of enzymatic activity 
which is not present, or is not seen in normal tissues, 
Further experiments, directed towards this end, may 
show them to have a wider significance. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Beitrag zum Leberstoffwechsel und zur Enzymathologie- 
Betrachtungen iiber die sogenannte « Notfallsoxydation ». 


Verff. weisen nach, dass es bei bestimmten Versuchs- 
bedingungen in der Rattenleber zu Oxydationspro- 
zessen kommen kann, welche von dem Krebs’schem 
Zyklus abweichen, und zwar bei lang andauerndem 
Fasten, wie schon bei friiheren Versuchen festgestellt, 
sowie bei neuerdings durch Amanita phalloides her- 
vorgerufenen Intoxikationsschadigungen. Diese Oxy- 
dationen, welche als « Notfallsoxydationen » bezeich- 
net werden, bezeugen eine Enzymtiatigkeit, wie sie im 

esunden Gewebe entweder nicht auftritt oder un- 

emerkt bleibt. Mittels weiterer, in diesem Sinne 
fortgefiihrte Versuche diirfte ihnen eine tiefergrei- 
fende Bedeutung zugesprochen werden. 


RESUMEN 


En materia de metabolismo hepdtico y de patologta enzi- 
mdtica. Consideraciones acerca de las ast llamadas « oxi- 
daciones de emergencia ». 


Los autores demuestran la posibilidad de que se 
verifiquen en el higado de rata modalidades oxidativas 
diversas del ciclo de Krebs aplicando particulares 
condiciones experimentales; en anteriores investiga- 
ciones tales condiciones han consistido en el ayuno 

rolongado y en el ultimo trabajo de los autores en 
a lesibn t6xica provocada por Amanita phalloides. 
Dichas oxidaciones, definidas como « oxidaciones de 
emergencia », son la expresién de actividades enzi- 
miaticas, las cuales 0 no estan presentes, o no se ma- 
nifiestan en el tejido normal. Estas oxidaciones podrian 
asumir un significado mas extensivo si se efectuase 
una ulterior investigacién dirigida en tal sentido. 
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LABORATORIO DELLA DIREZIONE MEDICA CENTRALE DELLA LEPETIT S. p. A., MILANO 
(Direttore: Prof. F. M. Chiancone) 


Acido orotico: Studio generale ed osservazioni sperimentali 


come fattore di crescita nel ratto 


F, M. CHIANCONE - E. GINOULHIAC - L. MAINARDI - L. T. TENCONI - A. LAMANNA (*) 


Da circa due anni ci occupiamo dell’acido 
orotico in una serie di ricerche rivolte princi- 
palmente a studiare il significato di questa so- 
stanza come fattore di nutrizione in animali 
di laboratorio (1). Uno di noi (Mainardi) ha 
studiato pure le proprieta farmacologiche ge- 
nerali di questo composto e ne fa oggetto di 
pubblicazione a parte (2). 

Nel riferire i risultati della nostra sperimenta- 
zione, li facciamo precedere da una sintesi dei 
dati di letteratura sull’acido orotico dai quali 
siamo Fyne per l’impostazione del nostro 
piano di lavoro. 

La letteratura indicava gia l’acido orotico 
come fattore di crescita per alcuni microrga- 
nismi; per gli animali c’é un’esperienza sul to- 
polino nella quale si accenna anche ad un effetto 
reticolocitogeno dell’orotato (3) ed una sulla 
crescita del ratto a dieta contenente sulfasu- 
xidina (4), oltre alla osservazione di Moruzzi 
e Coll. (5), che avvicinerebbe I’acido orotico al 
fattore proteico animale. Parallelamente, so- 
err in questi ultimi anni, da rilevare 
e ricerche sull'importanza del composto nella 
genesi biologica delle pirimidine. 

Noi abbiamo esaminato il problema dell’a- 
cido orotico come fattore di nutrizione nel 
ratto da un punto di vista generale, ossia in 
animali a dieta completa o a dieta carenzata 
e nel digiuno; abbiamo poi anche condotto 
alcune esperienze rispetto all’acido folico. 

Abbiamo ottenuto dei dati che ci sembrano 
interessanti e che dimostrano I’importanza del- 
l’acido orotico come fattore di crescita, in par- 
ticolari condizioni di nutrizione, nel ratto. 


_ (*) Assistente presso I’Istituto di Patologia Generale dell’U- 
niversita di Firenze. 


GENERALITA 


L’acido orotico (4-carbossiuracile) fu isolato 
per la prima volta dal siero di latte di vacca nel 
1904 da Biscaro e Belloni (6), che lo denomi- 
narono <«orotico» da « dgdc¢» = siero. 

Per la sintesi bisogna risalire al composto 
che Miiller nel 1897 (7) ottenne per condensa- 
zione di un estere dell’acido ossalacetico con 
urea; recentemente Mitchell e Nyc (8) hanno 
ripetuto questa sintesi giungendo alla identi- 
ficazione del composto finale come acido oro- 
tico; ne hanno proposta successivamente una 
altra (Nyc e Mitchell, 9) partendo dall’acido 
aspartico. 

Bachstez (10) stabili nel 1930 la struttura del 
composto naturale come acido 1, 2, 3, 6-tetra- 
-idro-2,6-diossi-4-pirimidin-carbossilico: 

HN——-CO 


OC CH 
HN-—-C — COOH 


E una sostanza che si presenta come polvere 
cristallina bianca, inodore, insapore, insolubile 
in alcool, etere, acetone e, in genere, nei co- 
muni solventi organici, poco solubile in acqua 
(0,2% a freddo) anche sotto forma di sale 
(sodico 0 potassico). 

Lo spettro di assorbimento nell’ultravioletto 
presenta un massimo a 278 millimicron, sia 
per il prodotto estratto da latte sia per quello 
ottenuto per sintesi secondo Mitchell e Nyc, da 
noi 

All’analisi cromatografica su carta presenta 
un Rf che, secondo Leone e Scala (11), é di 
0,66 (solvente alcool propilico-acqua); in no- 
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stre esperienze di 0,74 per l’acido, di 0,58 per 
il sale di potassio (solvente isopropanolo-acqua 
60:40; cromatografia ascendente carta What- 
man n° I; t = 15°C). 

Presente in estratti di lievito, miceli di muffe, 
fegato, urine, siero di sangue, ecc., é stato do- 
sato nel latte di diversi animali; Hallanger e 
Coll. (12) danno i seguenti valori espressi in + 
per ml: vacca 80 — 105; pecora 324; scrofa 63; 
cavalla 18; ratta 11; nel latte di donna confer- 
mano il dato di Leone e Scala, secondo i quali 
l’acido orotico non vi é presente in quantita 
apprezzabile (dalle determinazioni di Hallanger 
e Coll. 7 y per ml 2). 

Con il metabolismo dell’acido orotico é le- 
gato, secondo i dati pit recenti, l’acido diidro- 
orotico, di cui Bachstez e Cavallini (13) propo- 
sero una sintesi e che ha la seguente formula di 
struttura: 


HN——CO 


OC CH, 


HN——-CH——COOH 


PRopRIETA - BIOGENESI - METABOLISMO 


Fin dalle prime ricerche di Rogers del 1944, 
l’acido orotico é risultato fattore di crescita 
per lo Str. haemoliticus (14) e poi anche per 
altri microrganismi: Str. faecalis (15), Str. 
lactis (16), L. bulgaricus (17), Neurospora (19, 
20, 21). La crescita di un ceppo di L. bulgaricus 
si é dimostrata possibile in un terreno sinte- 
tico complesso solo se addizionato di acido 
orotico (22), la cui attivita sarebbe tale da 
poter sostituire completamente il lievito (23) 
od anche un eluato di fegato (24). 

Questa proprieta dell’acido orotico (e del- 
l’acido diidroorotico) di promuovere lo svi- 
luppo di lactobacilli, viene utilizzata per la ri- 
cerca e la determinazione di queste sostanze, 
anche in una loro miscela in cui sia presente 
pure l’uracile (25). 

Estese recentemente le indagini allo studio 
di antagonisti metabolici potenziali dell’acido 
orotico, il 6-uracilsulfonamide ed il 6-uracila- 
cetilsolfone (26, 27), é@ risultato dalle ricerche 
preliminari di Holmes e Welch (28) che i due 
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composti suddetti esplicherebbero una _po- 
tente azione inibitoria di tipo non competitivo 
nei riguardi dell’acido orotico sullo sviluppo 
di due ceppi di L. bulgaricus per i quali l’acido 
orotico é fattore di crescita. 

Sulla crescita degli animali Makino e Coll. 
(3) considerano I’acido orotico fattore di cre- 
scita per il topo e, probabilmente, per altri 
animali. In ‘precedenti ricerche, eseguite nel 
loro Laboratorio nel 1946 su ratti albini, un’a- 
zione sulla crescita non era risultata chiara, 
mentre si era visto un aumento dei reticolociti 
del sangue circolante come effetto dell’acido 
orotico. Nelle prove sui topolini, effettuate su 
7 animali, di cui 3 tenuti come controllo e 4 
con la stessa dieta dei controlli addizionata di 
acido orotico 5 mg/die, l’effetto favorente sulla 
crescita fu notato a cominciare dal 12° giorno 
di prova in avanti. 

Un’altra esperienza é stata effettuata da 
Manna e Hauge (4) sulla crescita del ratto 
bianco; nelle condizioni realizzate dagli Au- 
tori, l’acido orotico si é dimostrato fattore 
favorente la crescita; questa azione non sa- 
rebbe da identificare con quella della vita- 
mina B,,, ma piuttosto da avvicinare a quella 


della B,;. Gli. AA. infatti, saggiando l’orotico 


in confronto con DDS (distiller’s dried solu- 
bles) hanno trovato che tutte e due le prepa- 
razioni favorivano lo sviluppo di un ceppo di 
L. bulgaricus e la crescita di ratti albini, ma in 
questi l’effetto era pit spiccato per il tratta- 
mento con DDS. Gli AA. l’oro- 
tico come parte della molecola della vita- 
mina B,; (ne richiamano |’analogia con i mas- 
simi di assorbimento nell’ultravioletto, che 
sono abbastanza vicini), e probabilmente come 
un prodotto di decomposizione della B,;. 

La somministrazione di acido orotico a dosi 
alte sottocute o per os nel ratto produce alte- 
razione dei nuclei e del citoplasma delle cellule 
delle corna antero-laterali, che vanno sino alla 
perdita completa della tingibilita e della strut- 
tura tigroide (59). 


kk * 
Parallelamente a queste osservazioni, anche il 


problema della biogenesi e del metabolismo 
dell’acido orotico é stato preso in esame attra- 


verso esperienze in campo microbiologico e su 
tessuti animali. In base alle conoscenze attuali, 
si pud dire che l’acido orotico partecipa alla 
formazione delle pirimidine degli acidi nucleici, 
tanto che viene da alcuni AA. indicato come 
uno dei precursori di esse. 

L’utilizzazione dell’acido orotico nella bio- 
genesi delle pirimidine é stata seguita per mezzo 
di isotopi radioattivi, con l’impiego di L. bul- 
garicus (29, 30) e di cellule di lievito in cre- 
scita (31). Inoltre, la crescita di batteri dell’acido 


lattico resi « pirimidino-privi» é risultata sti- 


36): anche queste cellule utilizzerebbero |’a- 
cido orotico allo stesso fine delle cellule nor- 
mali. Analoga constatazione é stata fatta in 
ratti portatori di tumori {39). Assai recente- 
mente una ulteriore conferma é stata data 
da Lagerkvist e Reichard (40, 65) con acido 
orotico N* e con uracile N® su cellule di 
tumore ascitico di Erlich, . provenienti dal 
topino, oltre che da Prusoff e Coll. (41) con 
acido jodo-orotico I" su tumori sperimentali 
(oltre che su fegato rigenerante). Questi AA. non 
trovano anzi significative differenze di concen- 


SCHEMA I 


da: Arvidson H., Eliasson N. A., Hammarsten E., Reichard P., 
Ubisch H. V. e Bergstrém S.: J. Biol. Chem., 1949, 179, 169. 


ac. orotico 


molata dall’acido diidroorotico ma solo dal- 
lisomero levogiro; l’isomero destrogiro non 
verrebbe invece utilizzato, che anzi, in condi- 
zioni particolari, esso si comporterebbe come 
un antimetabolita inibendo reversibilmente I’at- 
tivita del composto levogiro ed anche dell’a- 
cido orotico e dell’ureidosuccinico (25, 32). 

I risultati delle esperienze « in vitro » impie- 
gando acido orotico marcato con N* e con 
C™ su fegato normale (33, 34, 35) ¢ rigene- 
rante (18, 35, 36), su frammenti di utero (37), 
e su fettine di milza (38) concorderebbero nel 
riconoscere all’acido orotico la capacita di par- 
tecipare alla formazione delle pirimidine. Que- 
sto sarebbe confermato pure dalle indagini su 
cellule di tumori umani e sperimentali (34, 


N=—C—OH 


CO CH 
| | 
R—N—CH 


uridina 
+NH, 
N—C-NH, 
cH 


CoO 
R—N—CH 
citidina 


trazione fra questi tessuti ed il tessuto normale 
e nessuna differenza impiegando jodo-orotico 
marcato e jodo-uracile N", il che concorda con 
i risultati di Lagerkvist e Reichard (I. c.), i quali 
hanno pure trovato che I’utilizzazione dell’acido 
orotico é dello stesso ordine di grandezza. 


Si inseriscono strettamente nelle ricerche volte 
a chiarire i rapporti dell’acido orotico con la ge- 
nesi delle pirimidine quelle che hanno cominciato 
a prendere in esame il meccanismo e le fasi attra- 
verso cui questa partecipazione si svolgerebbe. 

Gia nel 1949 un primo schema di Arvidson e 
Coll. (42) prospettava i rapporti fra acido oro- 
tico, uridina e citidina (ches I). Ma si deve 
a Smith e Stetten (43) e a Reichard e Lagerk- 
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SCHEMA II 


citrullina 


ornitina 


arginina 


ac. arginosuccinico 


ac. aspartico 


(diidroorotasi) 


acido orotico ac. I-diidroorotico at. |-ureidosuccinico 


+ H + DPNH 


1-5-carbossimetil-idantoina 


Questo schema tiene conto dei dati metabolici“sui germi”e8negli animali. Sono evidenti, nella parte a sinistra, 
i rapporti fra acido orotico e nucleotidi pirimidinici; a destra quelli con aminoacidi e derivati. 


vist (44) l’impostazione del quadro metabo- 
lico dell’acido orotico che si ritrova, fonda- 
mentalmente, nel recentissimo schema di Lie- 
berman e Kornberg (45, 46). Pur dovendo 
queste rappresentazioni schematiche, essere con- 
siderate provvisorie, in attesa che molti punti 
vengano ulteriormente precisati, esse nee ne 
consentire una maggiore chiarezza anche per i 
dati che ora verranno citati e che potranno es- 
sere seguiti attraverso lo schema II, da noi 
elaborato sugli schemi degli AA. suddetti. 
L’acido ureidosuccinico e la citrullina sono 
precursori del nucleotide pirimidinico nel fe- 
gato di ratto e nel L. bulgaricus 09 (23, 43, 44, 
47). I rapporti fra i primi due composti e 
l’acido orotico appaiono chiaramente dallo 
schema. La via acido orotico > pirimidine 
é stata dimostrata con fettine di fegato di 
ratto. La fase metabolica citrullina > acido 
orotico, ammessa per il fegato di ratto, non 
lo é per il fegato di piccione, anche se recenti 
studi di Schulman e Badger (48) dimostrano, 
come le ricerche di Heinrich e Coll. (49) 
con Neurospora, che con omogenato di fegato 
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di piccione il C ureidico della citrullina @ un 
recursore del C ureidico delle pirimidine del- 
Pacido nucleico. 

Secondo Smith e Stetten (1. c.) il dato che il 
carbonio ureidico della citrullina viene incor- 
porato nell’acido orotico da parte di fettine di 
fegato di ratto, ma non di piccione (e qui si 
potrebbero ricordare le vecchie esperienze di 
Clementi sulla presenza di arginasi nel fegato 
di mammiferi), contrasterebbe con due ordini 
di fatti: 1) che nel ratto si dimostra la via 
citrullina + acido orotico > pirimidine, men- 
tre la citrullina non influenza specificamente la 
formazione di pirimidine; 2) che nel piccione il 
passaggio ‘ailing acido orotico non si veri- 
fica e tuttavia la citrullina & capace di influen- 
zare direttamente la genesi delle pirimidine. 

Un’altra differenza in rapporto alla specie 
animale riguarderebbe anche l’utilizzazione 
dell’acido orotico e dell’uracile nel topo e nel 
ratto (40, 65). 

La mancata utilizzazione dell’uracile, come 
dimostrato da Plentl e Schoenheimer (50), po- 
trebbe indicare che una corrispondente copula- 
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zione della pirimidina libera non si attua in 

uesto animale. Una spiegazione possibile del 
che l’acido orotico in contrapposto al- 
l'uracile é utilizzato nel ratto pud essere data 
dalla esistenza di un meccanismo, per cui I’a- 
cido orotico é copulato con il ribosio prima 
della decarbossilazione (schema I). 

Il fatto comunque che il ratto sia capace, per le 
sintesi pirimidiniche, di utilizzare l’acido oro- 
tico, trova in un certo senso conferma nel re- 
centissimo dato di Harrington e Coll. (51) 
sulla riduzione della quantita di acido orotico 
C** fissato nelle pirimidine dell’acido desossi- 
ribonucleinico del timo di ratto sottopesto ad 
irradiazione Roentgen. Questa esperienza « in 
vivo» é d’altra parte importante perché i rap- 
porti dell’acido orotico con il RNA si esten- 
dono anche al DNA (35, 47, 52) (*). 

Tornando allo schema, si.pud ricordare, a 
proposito della fase acido orotico — acido dii- 
droorotico, il risultato di Spicer e Coll. (54). 
Questi AA. hanno affermato che I’acido diidro- 
orotico sintetizzato secondo Bachstez e Caval- 
lini (13) non é un intermedio nella formazione 
dell’acido orotico dall’acido ureidosuccinico 
nel L. bulgaricus 09; ciononostante |’acido 
diidroorotico preparato altrimenti era effi- 
cace come I’acido orotico nel promuovere la 
crescita del L. bulgaricus 09 (25). 

Sulle trasformazioni dell’acido orotico in ci- 
tidina, uridina, ecc., esperimenti sulla Neuro- 
spora (19) indicano che il primo passo pud 
comportare una trasformazione del riboside 
dell’acido orotico a uridina. Questo perd non 
si accorda né con dati sulla distribuzione del- 
l'isotopo fra la uridina e la citidina deaminata 
che portano alla conclusione di una mancanza 
di interdipendenza dell’uridina e della citidina 
dall’acido orotico (47), né con i dati di Ham- 
marsten e Coll. (55) secondo i quali, nel ratto, 
l’acido orotico viene prima trasformato in ci- 
tidina e quindi in uridina. D’altro canto la 
formazione di uridina via citidina é in disac- 
cordo con i risultati dello studio del « turno- 


*) Con lo studio dell’incorporazione dell’acido orotico C14 
nei frammenti nucleati ed anucleati di un’alga unicellulare (Ace- 
tabularia mediterranea) allo scopo di determinare se l"RNA del 
nucleo ¢ del citoplasma sono stati sintetizzati separatamente e¢ se 
Yacido ribonucleinico del nucleo é un precursore del) RNA del 
citoplasma é risultata una aumentata incorporazione nel nucleo, 
come nel caso del fegato (53). 


ver » delle pirimidine del PNA dopo iniezioni 
di glicina N**, secondo i quali il « turnover » 
dell’anello della citosina era generalmente pid: 
basso di quello dell’uridina (47). 

L’acido orotico é utilizzato per la formazione 
di uridina s’-fosfato e di altri suoi derivati che 
costituiscono un materiale importante per la 
sintesi dell’acido ribonucleico del citoplasma 
oltre che di quello nucleare (56). 

Dall’acido orotico marcato 2-C!4, mediante 
enzimi solubili di fegato di ratto o di piccione 
(57) in presenza di fruttosio-1-6-difosfato o ri- 
bosio 5’-fosfato e fosfo-piridin nucleotide, ade- 
nosin trifosfato e ioni di magnesio si sono se- 
parate cromatograficamente § frazioni radioat- 
tive: uridina 5’-fosfato, 3 frazioni che mediante 
idrolisi hanno dimostrato di contenere uridina- 
-5’-fosfato ed una quinta non identificata. L’uri- 
dina-5’-fosfato é stato il primo prodotto dimo- 
strabile della reazione; Piridina non si é di- 
mostrata un intermedio nella incorporazione 
dell’acido orotico nei derivati della uridina- 
-5’-fosfato. 

opportuno mettere qui in evidenza i rap- 
porti fra i due antagonisti metabolici potenziali 
dell’acido orotico sopra riportati ed il sistema 
enzimatico del fegato di piccione che converte 
luridina-s’-fosfato. Tale composto, di recente 
interesse biologico come coenzima ed anche 
come possibile intermedio nella biosintesi del- 
l’acido nucleico, viene nettamente inibito; solo 
uno studio pid approfondito della questione 
permettera perd di capire meglio il meccani- 
smo di questa inibizione. 

Infine, per la linea metabolica riguardante il 
derivato idantoinico c’é da rilevare come la pre- 
senza di questo riproponga il problema del 
significato fisiologico delle idantoine, le quali 
secondo alcuni sarebbero da interpretare come 
prodotti ottenuti artificialmente durante la ma- 
nipolazione di materiali biologici (Rondoni). 


RICERCHE PERSONALI 


Le nostre ricerche sull’acido orotico come 
fattore di nutrizione sono state condotte in: 
I) ratti a dieta completa; 
II) ratti a dieta carenzata; 
Ill) ratti a digiuno. 
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Nelle prove su animali a dieta completa, 
comprendiamo quelle effettuate con dieta 
completa ed equilibrata e quelle con dieta 
completa a basso livello di proteine, quest’ ul- 
tima essendo stata scelta come la condizione 
presumibilmente pit favorevole per mettere 
in evidenza un eventuale effetto dell’acido oro- 
tico sulla crescita e tenendo conto anche del 
fatto che in altre prove (rialimentazione di ratti 
a era previsto l’uso di dieta completa 
con vari livelli di proteine. 

Nelle prove su animali a dieta carenzata, 
abbiamo rivolto naturalmente la nostra atten- 
zione alla carenza di fattori del complesso vita- 
minico B; in particolare: dieta privata di tutto 
i] complesso e somministrazione di singoli fat- 
tori associati o meno ad acido orotico. 

Nelle prove sul digiuno, oltre a studiare l’in- 
fluenza dell’acido orotico sul peso di animali 
a dieta esclusivamente idrica, abbiamo speri- 
mentato sulla rialimentazione di ratti con dieta 
completa ed equilibrata e con dieta iperpro- 
teica 0 ipoproteica. 

L’effetto dell’acido orotico é stato seguito 
attraverso le variazioni del peso corporeo degli 
animali in esperimento. In casi’ particolari, 
come sara specificato di volta in volta, abbiamo 
effettuato ricerche speciali di carattere meta- 
bolico. 

Per tutte le nostre ricerche, abbiamo adoperato 
ratti bianchi, ceppo italico, provenienti dal nostro 
allevamento, alimentati con la dieta di stabulazione 
sotto indicata (*). Ad ogni esperienza, gli animali 
erano posti ad alimentazione con dieta basale di espe- 
rimento (**), la quale veniva squilibrata o carenzata 
o addizionata diversamente a seconda dei vari gruppi 
di prove, come di volta in volta sara specificato. Gli 
animali in esperimento erano isolati in gabbie sin- 
gole ed avevano libera disponibilita di cibo e di acqua. 

Abbiamo usato sempre acido orotico come sale di K 


preparato per sintesi (via ossalacetico urea) dai nostri 
Laboratori Chimici, secondo Mitchell e Nyc (1. c.). 


(*) Dieta di stabulazione: 
frumento macinato 30, avena sbucciata macinata 30, caseina lattica 
da caglio 14, latte intero in polvere (grassi 26%) 10, farina semi 
lino 10, lievito di birra secco 3, olio fegato merluzzo I, sodio 
cloruro I, calcio carbonato I. 

(**) Dieta basale di esperimento: 
caseina Javata 18, saccarosio 10, amido riso $8, olio oliva 10, mi- 
scela salina (Osborne-Mendel) 4, miscela di fattori vitaminici (in 
mg/kg dieta): aneurina 2, lattoflavina 4, piridoxina 6, nicotina- 
mide 60, Ca-pantotenato 10, paba 600, biotina 0,1; acido folico 
0,2; B;2 0,02; inosite 300, colina 600, menadione 0,2; calciferolo 
s00 U.L.; I’axeroftolo, a 350 U.I., veniva somministrato una volta 
la settimana. 


106 


Come abbiamo avuto occasione di accennare all’ini- 
zio, questo prodotto corrispondeva perfettamente per 
caratteristiche chimiche, fisiche e Esico-chimiche ai 
dati di-letteratura. 

Ne abbiamo ripetutamente saggiato I’attivita mi- 
crobiologica (17) su un ceppo di L. bulgaricus o9 
richiesto alla A.C.C., e ’abbiamo trovata nulla o pra- 
ticamente irrilevante; analogo risultato abbiamo avuto 
saggiando sullo stesso ceppo campioni di acido oro- 
tico naturale da noi stessi preparato da siero di latte 
(12, 58). Anche I’acido orotico cosi ottenuto corri- 
spondeva, per caratteristiche chimiche, fisiche e fisico- 
chimiche ai dati di letteratura ed al prodotto ottenuto 
per sintesi. 


I. - Esperienze su ratti a dieta completa. 

a) Ratti maschi, eta 26 giorni, peso medio g 60 
(+ 4), in 2 gruppi di 20 animali ciascuno (A, B) a 
dieta basale di esperimento addizionata, per uno dei 
due gruppi (B), con orotato mg 186/kg di dieta, cor- 
rispondenti a mg 150 di acido orotico. La quantita di 
orotato assunta giornalmente con la dieta da ogni ratto 
di questo gruppo risulta, in media, di mg 0,10 nella 
I* settimana di esperienza sino a circa mg 2,5 alla 
fine del periodo di osservazione, che si é protratto 
per 6 settimane. 


GraFIco I 


240 | 
220 4 


200 - 


g 


160 


Peso corporeo in 


— 
8 
A. 


Pence rarnnreo in 


Giornt 0 7 4% 21 28 42 


Curve dei pesi corporei di ratti maschi giovani a dieta completa. 
gtuppo a dieta basale di esperimento (A). 
——-—-— grfuppo con la stessa dieta addizionata di orotato 
mg 186/kg dieta (B). 
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Curve peso corporeo di ratti maschi a dieta ipoproteica. 
gruppo a dieta con caseina 7% (C). 
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——-—-— gruppo con la stessa dieta addizionata di orotato mg 186/kg dieta (D). 
Nessuna differenza significativa fra le curve di crescita dei due gruppi. 


Non abbiamo registrato alcuna differenza 
nel consumo di dieta fra gli animali dei due 
gruppi; nessun particolare rilievo sulle con- 
dizioni generali, che apparvero sempre ottime. 
Le curve di crescita ponderale riportate nel 
grafico I mostrano chiaramente che nessuna 
influenza ha esercitato la somministrazione di 
orotato nei nostri animali in esperimento (*). 

b) Ratti maschi, eta 4 settimane, peso medio g 60 
(+ 3), in 2 gruppi (C, D) di 10 animali ciascuno, posti 
a dieta con basso livello di proteine (caseina 7%), ad- 


dizionata, per uno dei due gruppi (D), con orotato 
mg 186/kg di dieta. Come é indicato in nota (**), 


(*) Analogo risultato abbiamo ottenuto in prove su _piccoli 
gruppi di animali di peso maggiore g 100-120) a cui l’orotato 
era stato somministrato mediante esofagea a dosi pit alte, 
fino a mg 12,5/die/capite. 

(**) Caseina lavata 7, saccarosio 10, amido di riso 69, olio 
oliva 10, miscela salina (Osborne-Mendel) 4, miscela di fattori 
vitaminici (in mg/kg dieta) : aneurina 2, lattoflavina 4, piridoxina 6, 
nicotinamide 60, Ca-pantotenato 10, paba 600, biotina 0,1; acido 
folico 0,2; By2 0,02; inosite , colina 600, calciferolo 500 U.L.; 
l’axeroftolo, a 350 U.I. e Il’a-tocoferolo, alla dose di mg 6, veni- 
vano somministrati una volta la settimana pro capite. 


ogni animale aveva un supplemento settimanale di 
a-tocoferolo acetato, necessario per evitare la morte di 
ratti a dieta ipoproteica, come é noto e come due di 
noi (Chiancone e Ginoulhiac) hanno confermato in 
un lavoro (1) al quale rimandiamo per tutte le osser- 
vazioni su vitamina E ed acido orotico in animali a 
dieta ipoproteicas 

Nei due gruppi di ratti dell’esperienza che 
ora riferiamo non abbiamo rilevato differenze 
né sullo stato generale, né sul consumo medio 
giornaliero di dieta; sulla crescita ponderale 
risulta chiaro dal grafico (grafico 2) che sino 
al 42° giorno di esperimento le curve di cre- 
scita coincidono; successivamente cominciano 
a divergere, ma dopo altri 35 giorni di osser- 
vazione la differenza non é ancora significa- 
tiva (*). Riteniamo che questo aspetto dell’in- 


(*) apap e Ginoulhiac (1. c.) non ottennero differenze 
significative sul peso corporeo anche in un’esperienza con ratti 
pvr 35 giorni con dieta ipoproteica addizionata di oro- 
tato mg 186/kg di dieta e trattati per altri 55 giorni con una dose 


di mg 12,5/die pro capite, data per sonda esofagea. 
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fluenza dell’acido orotico sui ratti a dieta ipo- 
proteica debba essere studiato in modo par- 
ticolare, con riguardo anche alle variazioni 
di singole attivita metaboliche, cosa che per il 
momento non abbiamo fatto perché non rien- 
trava nel nostro piano di lavoro. 


II. - Esperienze su ratti a dieta carenzata. 


a) Ratti maschi, eta 4 settimane, peso medio g 65, 
in 2 gruppi (E, F) di 20 animali ciascuno, di cui uno 
(E) ricevette dall’inizio dell’esperimento la dieta ba- 
sale senza complesso B e I’altro (F) la stessa dieta addi- 
zionata di orotato mg 186/kg di dieta. 


GRAFICO 3 
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Curve peso corporeo di ratti maschi " po a dieta carenzata 
di complesso B. 
gruppo a dieta carenzata (E). 
——-—-— gruppo con la stessa dieta ad@izionata di orotato 
mg 186/k g dieta (F). 
Modesto effetto ritardante la caduta del peso nel gruppo trat- 
tato con orotato. 


Le registrazioni del peso corporeo mo- 
strano, negli animali dei due gruppi, lievi 
differenze nella seconda settimana di esperi- 
mento, nel senso che la caduta del peso ap- 
pare pitt lenta nei ratti che ricevevano 
orotato. Questo risulta dalle curve riportate 
in grafico (grafico 3). 


Al 16° giorno di esperienza, essendo tutti gli ani- 
mali tornati praticamente al peso iniziale, essi furono 
suddivisi in 3 sottogruppi omogenei per ciascuno dei 
due gruppi di partenza; fu iniziata la somministra- 
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zione di vitamine, senza alcuna variazione della dicta 
a cui i ratti erano stati tenuti: 

Gruppi E, ed F;: complesso vitaminico B (*); 
Gruppi ed aneurina y 10 pro die; 

Gruppi E; ed F;: piridoxina y 20 pro die. 

Ai ratti dei gruppi E, ed F, il suddetto trattamento 
vitaminico fu effettuato per 20 giorni con sommini- 
strazioni individuali mediante sonda esofagea. 

Per un successivo periodo di altri 20 giorni, agli 
animali dei gruppi E; ed F, fu sospesa la somministra- 
zione di vitamine; a questa sospensione corrispose na- 
turalmente una diminuzione del peso corporeo (gra- 
fico 4 e tabella I). Fu allora effettuata una prova cro- 
ciata, sicché ai ratti del gruppo E; fu dato il tratta- 
mento del gruppo F, e viceversa, per una durata di 
20 giorni. Le registrazioni del peso corporeo sono ri- 
portate in curva (grafico 4), con le relative elabora- 
zioni in tabella (tabella I). 


L’esame di tutti i dati dei gruppi E, ed F, 
secondo il successivo sviluppo dell’esperi- 
mento dimostra che l’aggiunta di orotato alla 
dieta ha sempre favorito la crescita ponderale. 
Tale effetto ¢ ben evidente nella prima fase 
dell’esperienza in quanto gli animali trattati 
con orotato raggiungono un peso maggiore, 
ed é anche evidente nell’ ultima fase in quanto 
il trattamento con orotato determina un gua- 
dagno di peso superiore a quello del gruppo 


senza orotato. 


Anche i ratti dei gruppi E2 ed F2 per un periodo di 
20 giorni ebbero somministrazione per os di y 10/die 
di aneurina addizionata di orotato mg 186/kg dieta 

er gli animali del gruppo F2; dopo questo periodo, 

u somministrato il complesso B, con o senza ag- 
giunta di orotato (mg 186/kg di dieta) rispettivamente 
per gli animali dei gruppi E2 ed F>. 

Le registrazioni del peso corporeo relative a questo 
periodo dell’esperienza sono riportate in curva (gra- 
fico 5), con le relative elaborazioni in tabella (ta- 
bella I). 


Anche qui si é visto che l’effetto della sommi- 
nistrazione di complesso B é stato pid favore- 
vole nel gruppo di ratti che ricevevano pure 
l’orotato; quando si é somministrato aneu- 
rina, le variazioni del peso corporeo non sono 
risultate significative per l’aggiunta di orotato. 

I ratti dei gruppi E; ed F; trattati con pirido- 
xina sono morti pochi giorni dopo l’inizio del 


(*) Complesso vitaminico B somministrato giornalmente 
sonda in cc 0,5 di acqua: aneurina I0 y, lattoflavina 20 y, pirido- 
xina 30 y, nicotinamide 300 y, Ca d-pantotenato $0 y, paba 3 mg, 
biotina 0,5 y, acido folico 1 y, Biz 0,1 y, inosite 1,5 mg, colina 
3 mg. é 


Peso cor 


porco in 


|| 


Curve del peso corporeo di ratti maschi trattat! 
fre, con complesso B dopo 16 giorni di dieta ca- 
1404 4 renzata di detto complesso (v. grafico 3). 
104 giorni da a 20: 
? dieta carenzata + complesso B (E;) 
idem + idem 
+ orotato mg 186'kg dieta (F;). 
£1104 
& giorni da 20 a 40: 
< 904 giorni da 40 a 56: 
dieta carenzata -i- complesso B (F;) 
8 4 
idem idem 
70 4 + orotato mg 186/kg dieta (E;). 
E evidente nelle prove con orotato l’effetto 
ad favorente la crescita ponderale. 
Giorni 4 8 1% 1% 20 24 26 32 3% 40 44 48 52 56 
TaBELLA I - Effetto dell’acido orotico sul peso corporeo di ratti carenzati di complesso B. 
| Orotato | Aumento del peso 
Gruppi | Trattamento vitaminico mg/kg Peso iniziale =| ita fine di ogni pe- P (*) Pa eh 
dieta 8 riodo di trattamento 
| 
E | 64,0 + 0,61 16 
F | _ 186 | 65,0 + 1,05 3 = 16 
Divisi gli animali di ogni gruppo, si inizia la somministrazione di vitamine e di orotato. 
Ei Complesso B _ 68,0 + 3,02 49,8 + 3,97 rl ian 20 
» 186 66,5 + 1,23 68,9 + 4,52 20 
E2 Aneurina 63,0 + 2,20 21,6 + 3,96 20 
F, » 186 67,5 + 3,02 29,6 + 6,80 \ = O35 20 
E; Piridoxina _ 66,5 + 1,34 muoiono in 4-6 giorni —_ 
F; » 186 | 68,5+2,50 | » 


Ei 
E2 
F, 


E; 
F, 


Si sospende la somministrazione di vitamine e di orotato ai gr Pupei E, ed F, per 20 giorni ¢ si continua la somministrazione ai 
gruppi E, ed F; sostituendo all’aneurina il complesso B 


invertendo 1 per la somministrazione di orotato. 


| | 


= 117,8 + 3,49 
Complesso B 186 87,0 + 4,64 56,8 + 1,08 ' < 0,01 ” 


» - | 102,0 + 4,70 42,7+2,17 24 


Si ripete la somministrazione di complesso B ai gruppi E; ed F, invertendoli per quella di orotato. 


Complesso B 186 94,0 + 3,16 48,7 + §,25 ‘ 0,1 —0,05 16 
112,5 + 1,90 36,0 + 2,58 


(*) La significativita P secondo Fisher (64) é stata calcolata per ciascun gruppo trattato con orotato rispetto al gruppo corri- 
spondente trattato senza orotato. 
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GRAFICO § 


T 


4 8 12 6 BD 2 2 32 36 40 44 


Giorni O 


Curve del peso corporeo di ratti maschi trattati con aneurina 
dopo 16 giorni di dieta carenzata di complesso B (v. grafico 3). 
giorni da 0 a 20: 

oumcamsca=> + dieta carenzata + B, 10 y/die (E2). 

idem + idem + orotato (F;). 
giorni da 20 a 44: 

dieta carenzata + complesso B (F>). 

idem idem + orotato (E:). 


GRAFICO 6 


Peso corporeo in g 


Giornt © 4 8 12 16 20 20 32% % 40 @ 


Curve peso corporeo ratti adulti maschi piridoxino-carenti. 

—-+—+— gruppo trattato con pirodoxina 50 y/die (1). 
gruppo privo di piridoxina (G). 

i + orotato mg 186/kg 

dieta (H). 


id 


L’influenza dell’orotato sul peso corporeo non é stata significativa durante il trattamento con aneurina; quando questa fu sosti- 
tuita dal complesso B, l’orotato ebbe un effetto significativamente favorevole. Nessuna influenza sul peso di ratti carenti di Bg. 


trattamento piridoxinico; nessuna differenza 
sulla mortalita per la presenza o meno di oro- 
tato nella dieta (cfr. tabella I). Nessun rilievo 
essendosi potuto fare sul peso corporeo e nel- 
l’intento di disporre di un dato valido per con- 
cludere sulla influenza dell’acido orotico nella 
carenza di piridoxina, abbiamo istituito una 
altra esperienza, che qui riferiamo. 

b) Ratti maschi, eta 80 giorni, peso medio g 165 
in tre gruppi (G, H, I) di 10 animali ciascuno tenuti a 
dieta basale di esperimento dal cui complesso vita- 
minico B era stata tolta la piridoxina. Dopo 100 
giorni di tale alimentazione, essendo il peso corporeo 
stazionario sui 210 g, agli animali del gruppo H fu 
iniziata la somministrazione di orotato mg 12,$/die 
pro capite mediante sonda esofagea; agli animali del 
gruppo I fu iniziata la somministrazione di piridoxina 


TABELLA II - Effetto dell’acido orotico sul 


cloridrato y 50/die pro capite per sonda esofagea; il 
trattamento con orotato o con piridoxina fu protratto 
per 60 giorni. 


Le registrazioni del peso corporeo mostrano 
che mentre con la somministrazione di pirido- 
xina (gruppo I) é stata promossa una — 
ripresa del peso corporeo, con quella di oro- 
tato (gruppo H) non si é per nulla modificato 
il livello del peso che era stazionario e che tale 
é rimasto anche per gli animali del gruppo G 
(cfr. grafico 6 e tabella Il). 

La quantita di cibo ingerito é stata uguale 

r tutti gli animali; ¢ aumentata soltanto con 
4 somministrazione di piridoxina nei ratti 


del gruppo I. 


peso corporeo di ratti piridoxino-carenti. 


Orotato | Peso corporeo | 
ttamento vitamini » medio 
ruppo ra ento vitaminico mg/kg } Tniziale | Finale 
G — Bs _ 209 +11,8 215 + 14,5 6,0 + 4,0 
H | — Be 186 212,6+ 8,8 } 223+ 8,6 10,4 + 2,8 
I — Bs + Be 209 + 12,5 318 + 20,8 109,0 + 6,2 
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TaseLta III - Effetto dell’acido orotico sul peso di ratti a digiuno e rialimentati con dieta equilibrata o squilibrata. 


Rialimentazione | Peso corporeo | 
| | | 
Gruppi | Orotato | Durata Dopo 

Dieta mg/kg dicta) giorni_| Iniziale Dopo digiuno rialimentazione 
L | Caseina 18 % 228 4 6,2 153 +40 | 213547,3(*) | 
M | > 186 } 226 + 5,7 152,4 + 6,4 218,4 + §,1 (**) 
Li Caseina 25% 20 210 157 +4,9 271,5 + 2,3 
Mi | > 186 | ’ 214,5 + 6,3 160,8 + 2,9 279,6 + 5,5 
| Caseina 7% | 215 +5,9 164 + 5,2 220,4+5,7 | 
M2 | ’ | 186 » } 222,3 + 7.4 162 +2,3 217,0 + 3,6 


(*) I ratti di questo gruppo dopo digiuno di 12 gg sono distribuiti nei gruppi L; e L2 e rialimentati con dieta iperproteica. 
(*) I ratti di questo gruppo dopo digiuno di 12 gg sono distribuiti nei gruppi M; e¢ M2 ¢ rialimentati con dieta ipoproteica. 


La sintomatologia da carenza piridoxinica, 
riparata con la somministrazione della vita- 
mina negli animali del gruppo I, non é stata 
modificata assolutamente dalla somministra- 
zione di orotato. 

La lesione biochimica rappresentata dalla 
xanturenuria dopo carico di triptofano (60) 
é risultata G e H; loro- 
tato non ha quindi influenzato questo meta- 
bolismo. 

L’attivita transaminasica del fegato e |’atti- 
vita triptofan-ossidasi-perossidasica, ridotte per 
effetto della carenza i piridoxina, non risul- 
tarono significativamente modificate dal trat- 
tamento con orotato, mentre la somministra- 
zione di piridoxina ha fatto registrare valori 
assai alti (61). 

Tutti i dati ottenuti in questa serie di prove 
concordano quindi nel far ritenere che Cove 
tato non é capace di modificare la carenza di 
piridoxina (*). 


(*) Dobbiamo segnalare che, avendo sacrificato tutti gli ani- 
mali alla fine dell’esperienza ed avendo proceduto alla pesata dei 
visceri e delle ghiandole endocrine, é stato rilevato che l’involu- 
zione timica conseguente alla carenza di piridoxina (Butler L. C. e 
Morgan A. F., Proc. Soc. Exp. Biol. & Med., 1954, 85, 441) é risultata 
significativamente minore nel gruppo di animali trattati con 
orotato. I dati relativi ai tre gruppi di ratti in esperimento sono 
riportati nella tabella seguente: 


Timo mg per 
100 g di peso corporeo 


Condizione di 


esperienza | variazione % 

' valore P (*) rispetto alla 

medio 'media di G 

G — Bs 7:39 j 
| H — Bg + ac. orotico 11,35 | <0,0OF | $3,60 | 
I — Be + Be 45,00 <0,01 | 508,80 


(*) P = Significativita della differenza rispetto alla media di G 


III. - Esperienze nel digiuno. 


a) Ratti maschi adulti, eta 120 giorni, peso medio 

g 230 (+ 5), in due gruppi (L, M) di 20 animali cia- 
scuno, posti a dieta esclusivamente idrica; dopo 8 
giorni si inizia la rialimentazione con dieta basale di 
esperimento; i ratti del gruppo M ricevevano ogni 
giorno orotato mg 12,5 pro capite mediante sonda 
esofagea. Questo trattamento ha la durata di 12 giorni 
(grafico 7); tutti i ratti dei due gruppi vengono allora 
messi nuovamente ad alimentazione esclusivamente 
idrica per 12 giorni e poi suddivisi rispettivamente in 
due sottogruppi omogenei, che per 20 giorni conse- 
cutivi vengono cosi trattati: 
L; e M; dieta ad alto livello di proteine (**); 
L:e Mz » abasso » » » 

I ratti dei gruppi L2 ed M2 ricevevano ogni giorno 
mg 12,§ di orotato pro capite mediante sonda esofagea. 


In tutti i casi abbiamo riscontrato che la som- 
ministrazione di orotato durante la rialimenta- 
zione non modifica la curva del peso (grafico 8, 
tabella Ill). 


b) Ratti adulti, eta 190 giorni, peso medio g 278 
(+ 10) in 6 gruppi di 5 animali ciascuno (N, O, P, 
Q, R, S) posti a dieta esclusivamente idrica e trattati 
come indicato nella tabella IV. 


Il complesso B e l’orotato furono somministrati 
mediante sonda esofagea; fu impiegato il complesso B 
come nella dieta basale di esperimento, per confron- 
tare l’effetto della presenza o meno di un supplemento 
di acido folico rispetto all’orotato. 

Durante 12 giorni di osservazione sono stati regi- 
strati la mortalita ed il peso corporeo. Si sono riscon- 
trati un morto per ciascuno dei gruppi Q, R, S. 


Le variazioni del peso corporeo non sono 
risultate significative per nessuno dei gruppi in 


(**) Per la dieta a basso livello di proteine, ci riferiamo a 
quanto detto in precedenza per le prove su animali a dieta com- 
leta. Per la dieta ad alto livello di proteine, ci riferiamo alla dieta 
asale di esperimento nella quale la caseina @ portata dal 18 % 
al 25 %, diminuendo proporzionalmente il contenuto dei carbo- 
idrati. 
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TaseELLA IV - Effetto dell’acido orotico e del complesso vitam‘nico B sulla diminuzione del peso corporeo 


di ratti alimentati a dieta esclusivamente idrica. 


| | | Peso corporeo 

Gruppi Trattamento vitaminico | | 

Iniziale Dopo trattamento | Diminuzione media 
oN = 278 + 6,9 195 + 741 83 + 2,7 

j Oo _ 2,5 279 + §,1 189+ 4,9 90 + 3,1 

} P - 25,0 279 + 5,2 198 + 3,3 81 + 3,9 

Q Complesso B 278 + 6,3 187 + 2,6 91 +2,1 

Complesso B 2,5 278 + 5,7 193 + 7:4 85+ 1,9 

| S|  Complesso B - ac. folico 2,5 | 278 + 6,8 190 + 5,7 | 88 + 3,4 


ers come mostrano i dati riuniti nella 
tabella IV. Anche in queste prove quindi l’oro- 
tato si é dimostrato senza effetto. 


Da questa prima serie di ricerche risultava 
chiaramente che la ripresa della crescita di gio- 
vani ratti carenzati di complesso B si ottiene 
pi favorevolmente se agli animali cosi ca- 
renzati si somministra orotato pit complesso B 
completo di tutti i fattori noti invece che solo 


GRAFICO 7 


280. 


Peso corporeo in g 


complesso B: nelle tre esperienze riportate nella 
tabella I, abbiamo infatti sempre registrato evi- 
denti differenze nell’aumento del peso corpo- 
reo, significativamente a vantaggio dei gruppi 
di ratti che ricevevano orotato. 

Per i rapporti con singoli fattori del com- 
plesso B, avevamo oltre alle nostre osservazioni 
(Porotato non modifica l’effetto dell’aneurina 
o della piridoxina somministrate a ratti carenti 
di complesso B e non modifica neppure 
la carenza di piridoxina), quella di Manna e 


GRAFICO 8 


Gioni O 4 8 1 16 
‘Curve peso corporeo ratti maschi adulti a dieta esclusivamente 
idrica per 8 gg e rialimentati con dieta basale di esperimento. 
dieta idrica esclusiva. 

rialimentazione con dieta basale caseina 18% (L). 


id idem + orotato 
mg 186/kg dieta (M). 


4 8 16 20 


Curve peso corporeo a ratti maschi adulti a dieta esclusivamente idrica 


24 B32 


per I2 gg e rialimentati con diete squilibrate. 


-+-- dieta idrica esclusiva. 


rialimentazione dieta iperproteica caseina 25% (Li). 
idem idem + orotato (Mj). 


rialimentazione dieta ipoproteica caseina 7% (L2). 


idem idem + orotato (M2). 


Nessuna differenza sul peso fra i gruppi alimentati con orotato rispetto ai corrispondenti gruppi senza orotato. 
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Hauge (l’acido orotico non é identificabile con 
la vitamina B,,). 

Mancava una prova rispetto all’acido folico. 
Questa prova, se pure era da istituire in uno 
studio § carattere nutrizionale come quello 
da noi eseguito tenendo anche presente il dato 
di letteratura sulla sostituibilita di un eluato di 
fegato con acido orotico in un terreno di cre- 
scita per il L. casei, poteva sembrare superflua 
dopo la citata esperienza di Manna e Hauge (4). 

Questi AA. infatti avevano concluso per 
un’azione dell’orotato eguale a quella della vi- 
tamina B,;, anche se solo qualitativamente e 
non quantitativamente. Noi stessi, del resto, 
avendo somministrato, a ratti che ne erano 
stati carenzati, un complesso B — di 
tutti i fattori noti (compresi I’acido folico e la 
vitamina B,,) ed avendo registrato una cre- 
scita migliore quando a questo complesso si 
aggiungeva orotato, disponevamo di un dato 
favorevole ad una spiegazione dell’effetto del- 
l’orotato come fattore diverso sia dal folico 
sia dalla vitamina B,,. 

Abbiamo tuttavia voluto effettuare un espe- 
rimento di carattere esplorativo su giovani 
ratti a dieta con sulfaguanidina; abbiamo spe- 
rimentato nello stesso tempo con |’orotato 
rispetto ad un antifolico e, sempre in paral- 
lelo con l’acido folico, sopra una eventuale 


azione di potenziamento dell’attivita estro- 
gena, riconosciuta all’acido folico da alcuni 
AA. (63). 


Dieta con sulfaguanidina. 


L’esperienza é stata condotta su 60 rattini, ceppo ita- 
lico, peso medio g 58, eta 4 settimane, divisi in un 
gruppo di ro animali (gruppo I) a dieta basale di espe- 
rimento; un gruppo di 40 animali (gruppo II) alla 
stessa dieta in cui il complesso B era stato privato di 
acido folico e di vitamina B;2 ¢ addizionato di sulfa- 
guanidina g 2 per 100 g di dieta; un terzo gruppo di 
10 animali (gruppo III) trattato come il precedente, 
con —_ di orotato mg 186/kg di dieta. 

Desideriamo intanto precisare che, dato il carattere 
esplorativo di queste prove su ratti a dieta conte- 
nente sulfaguanidina, abbiamo voluto realizzare una 
condizione di base per una carenza di acido folico ed 
eliminare nello stesso tempo la vitamina B;2 dal com- 
plesso B aggiunto alla dieta per i noti rapporti fra 
vitamina B,2 ed acido folico nella genesi delle piri- 
midine (Aruffo, 62). 

La crescita ponderale é stata seguita con pesate set- 
timanali; alla 4* settimana, con l’inizio del « plateau » 
delle curve di crescita, il peso degli animali a dieta 
contenente sulfaguanidina con o senza orotato (gruppi 
II e Ill), non presentava alcuna differenza (grafico 9). 

L’osservazione si é protratta sino alla 10* settimana 
con la stessa dieta per ciascuno dei gruppi in esperi- 
mento, riducendo soltanto la sulfaguanidina dal 2% 
all’ %. Le curve di crescita degli animali dei gruppi 
II e Ill risultavano sovrapponibili (grafico 9). 

Durante i 70 giorni di esperienza furono registrati 
8 morti nel gruppo di 70 ratti con sulfaguanidina ed 1 
in quello di 10 ratti con sulfaguanidina + orotato. 


Tasetta V - Effetto dell’acido orotico sul peso corporeo di ratti a dieta privata di acido folico 
e vitamina B;2 ed addizionata con sulfaguanidina. 


Particolari sulla dieta (*) Peso corporeo 
| Folico By — | Orotato Iniziale Aumento medio | P 
| | } ba 
1 55.24 5,9 241,8 + 37,0 
| + 55.2 457 406+ 4,1 
| * + | 555+ 4,9 40,8 + 34 
Dopo 70 giorni i ratti del gruppo II vengono suddivisi in 4 gruppi. 
1c + | 932+ 4,8 | mot St 
TA | + | + 92,0+ §,0 92 + 64 | 
IID 62 | 41 + 9,6 
| | | 


(*) La dieta og in questa — corrisponde alla dieta basale di esperimento (v.s.) con lomissione del supplemento di acido 


folico e di vitamina B;2. A questa 


i gruppi contrassegnati in tabella con + furono effettuate addizioni di sulfaguanidina 2% 


Ovvero I % come indicato nel testo; acido folico mg 0,2 pro kg; vitamina B;2 mg 0,02 pro kg; k orotato mg 186 pro kg di dicta, 
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A partire dal 71° giorno, i ratti del gruppo II fu- 
rono suddivisi in 4 gruppi omogenei rispetto al peso 
corporeo e sottoposti per 4 settimane al trattamento 
indicato nella tabella (tabella V). 


Le curve di crescita (grafico 9) mostrano una 
ripresa del peso corporeo sempre pit favorevole 
nel gruppo degli animali trattati con orotato 
(tabella V). 

I dati di questa esperienza indicano pure, 
come gia rilevato, che l’acido orotico non ha 
influenzato la crescita degli animali durante 


70 Sorel di dieta con complesso B privato 
di folico e di B,, e addizionata di sulfagua- 
nidina. 

Tolta la sulfaguanidina nella dieta, si é avuto 
naturalmente una ripresa della crescita, che 
era stata bloccata; tale ripresa é stata media- 
mente assai pili favorevole (guadagno di peso 
dell’80%) per gli animali che hanno avuto 
orotato (gruppo II B) in confronto di quelli 
(gruppo II D) senza orotato (43%). Da notare 
che, avendo tolto la sulfaguanidina, gli animali 


190 GRAFICO 9 


Peso corporeo in g 
i 


Dieta con Sulfaguanidina 


4 


2°, 


1°), 


Giorni O 7 14 21 2 3 


5 42 49 56 63 70 77 84 91 98 


Curve del peso corporeo di ratti maschi a dieta basale priva di acido folico e di vitamina B,2 ed addizionata di sulfaguanidina. 


giorni da o a 70: 


emeeeeeees dicta carenzata c. s. + sulfaguanidina + complesso B (II). 


idem idem idem 


giorni da 70 a 94: si toglie la sulfaguanidina, indi: 


dieta carenzata c. s. (II D). _— 
——-—-— dicta carenzata c. s. + orotato (II B). = 


+ orotato (III). 


‘—-—- dieta carenzata c. s. + complesso B (II C). 
toececee dieta carenzata c. s. + complesso B + orotato (II A). 


E evidente J’arresto della crescita sino al 70° giorno; sospesa la sulfaguanidina nella dieta, l’orotato dimostra sempre azione favo- 


rente la crescita ponderale. 
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TABELLA VI - Esperienza sull’azione dell’acido orotico e dell’acido folico rispetto all’aminopterina. 


| Trattamento Mortalita in giorni | 
| per 100 g di peso corporeo dopo aminopterina | 
| Animali Osservazioni 
| Aminopte- | Acido folico | Acido oro- | 
| rina y/i.p. | mg/os ticomg/os| * | 7 | totale | 
| | | 
| | | | | | | 
Ratti gruppo 160 | Somministrazione di acido folico e di acido 
II | 160 «(| 5 | | Orotico iniziata con l’'aminopterina ¢ con- 
Im | 166 50 ogni giorno per tutta la durata del- 
| Ratti gruppo IV} —.250 | 2 | 2 | Somministrazione di acido folico ¢ di acido | 
v | 250 | 5 | orotico ripetuta per 3 giorni: il giorno 
me ‘ | 5 Prima,il giorno stesso ed il giorno dopo la 
| Somministrazione di aminopterina. 
| | 
Ratti gruppo VII | 320 | 9g | 9 | Ladose di aminopterina é stata suddivisa in 
VIII 320 5 2 | | 2 dosi uguali e somministrata in 2 giorni 
} | consecutivi. Somministrazione di acido fo- 
IX | 320 50 10 | | | lico e di acido orotico ripetuta per giorni: 
nei 3 giorni prima ¢ nei 2 giorni di tratta- 
| mento con aminopterina. 
Topi gruppo X 500 5 3 | 8 Somministrazione di acido orotico ripetuta 
XI 500 5 } me 4 I 2 per 3 giorni, il giorno prima, il giorno 
| } stesso e il giorno dopo la somministra- 
| $00 | | 8 | zione di aminopterina. 
| 


Le esperienze si riferiscono a 10 animali per BTuppo. La tabella dimostra che con la somministrazione di acido orotico non 
er 


si ha protezione da dosi letali di aminopterina a di 


di questi due gruppi ricevevano sempre com- 
plesso B privo di folico e di B,.. 

Dal confronto dei risultati dei gruppi II B 
e II C, l’orotato si dimostra capace di sostituire 
l’associazione di folico e B,, somministrata a 
questi animali dopo la sospensione della sulfa- 
guanidina: i valori di aumento di peso e le 
curve di crescita coincidono perfettamente. 

Il confronto dei dati dei gruppi II A e II C 
depone infine chiaramente per una crescita 
pit’ favorevole quando al complesso B com- 
pleto di folico e di B,, viene aggiunto |’oro- 
tato che non quando |’orotato manca. 


enza di quanto si verifica con acido folico. 


Prove rispetto agli antifolici. 


Queste prove sono state eseguite su 120 animali 
(ratti maschi del peso medio di g 200 e topi C.F. 
del peso medio di g 25) prendendo in esame la mor- 
talita e le variazioni dei leucociti dopo trattamento 
con aminopterina o con aminopterina + acido folico 
o con amuinopterina + orotato. 

L’antifolico é stato somministrato sempre in solu- 
zione acquosa per via intraperitoneale, l’acido folico 
e l’orotato per via orale. Le dosi e le modalita dell’e- 
sperienza risultano dalla tabella VI in cui sono ripor- 
tati i dati della mortalita. 


Questi dati mostrano che l’orotato non ha 
mai manifestato alcuna azione protettiva sulla 
mortalita da aminopterina. Sono chiare le dif- 


Tas. VII - Azione dell’acido oroticoe dell’acido folico sulle variazioni dei leucociti in ratti trattaticon aminopterina 


Gruppo VII | Aminopterina: 
| giornio | 14.4 13.0 18.2 13.5 
giorni 3 26. . - $3 
Gruppo VIII | Idem + ac. folico: 
giornio | 10.0 10.0 16.8 13.4 
giorni3 | 10.8 10.0 14.9 16.0 


Gruppo IX Idem. + ac. orotico: | 
giorni 0 13.1 13.0 13.4 
giorni 3 | 4% 313.5. 


Media P 
14.9 10.8 13.2 15.7 12.7 16.7 | 14,3+0,68 
16.9 30 130 63 125 328 7,3 + 1,58 
8.7 12.0 12.2 18.5 154 13,0 + 0,98 
0,2-0,1 
9.3 2.6 14.3 96 4.5 10,2 + 1,46 
17.3 11.8 10.0 11.6 12,7+076} 
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ferenze con i risultati ottenuti nelle esperienza Prove di potenziamento dell’ attivita estrogena. 
parallele con acido folico. 
Per  fetti dell’acido orotico rispetto all’acido folico, 
esemplificazione (tabella ) abbiamo eseguito uno studio sulla capacita di 
va. vin queste due sostanze di potenziare l’effetto estro- 
ssi dimostrano che anche sul numero dei pacita per I’acido folico (63). 
leucociti del sangue circolante il trattamento soph 
con: orotate. da noi effeteusto. non ha*‘avuto Le prove sono state effettuate su rattine impuberi, 
eta giorni 25, peso medio g 43 (+ 3) su ratte mature, 
alcuna influenza, mentre nelle esperienze com- 


eta 100 giorni, peso medio g 135 (+ ovariectomiz- 
parative l’acido folico, somministrato in dosi zate e trattate dopo 2 mesi dalla ovariectomia; per 


ro volte inferiori a quelle dell’orotato, si &  queste ratte si esegui naturalmente, prima del tratta- 
opposto alla caduta dei leucociti. Natural- ™e»to, il controllo della mancanza dell’estro sponta- 


lidi ti della risposta positiva nel 100 % dopo iniezione 
mente questi risultatl sono validl per 1 rapport sortocute di un estrogeno (esoestrolo 0,25 in solu- 
di dosie per le condizioni delle nostre esperienze. —_zione di cc 0,2 di olio). 


Per un ulteriore confronto di eventuali ef- 


TaBELLA VIII - Prove di potenziamento dell’attivita estrogena. 


| | Peso utero fresco 
| 
{ 


dell’utero (***) 


| 

| 

Gruppi di prove (*) | Estro (**) | Attivita fosfatasica | 


mg | % di peso corporeo | 


| 


Esperienze su rattine impuberi 


Prova base 
Controllo 20,1 50 
Estrene 0,15 | 7/10 | 49,0 114 3,96 
Folico 150 | 20,1 §2 2,32 
Orotato 186 — | 22,5 56 1,96 
Prova I 
Estrene (0,15) 10/15 50,3 125 4,20 
Estrene + folico (0,15 : 1§0) 9/15 §§,2 130 4,76 
Estrene + orotato (0,15 : 186) | 13/15 $9.4 143 4,36 
Prova II 
Estrene (0,05) — 20,6 63,6 3,28 
Estrene + folico (0,05 : 150) — } 23,2 $9.3 3,12 
Estrene + orotato (0,05 : 186) _ } 29,6 72,2 4,76 | 
Estrene (0,5) 10/10 | 61,8 152 3,24 
Estrene + folico (0,5 : 150) | 10/10 68,3 158 | 4,12 
Estrene + orotato (0,5 : 186) 10/10 68,5 } 162 3,60 | 
Esperienze su ratte ovariectomizzate | 
Estrene (0,25) | 10/10 176,8 78 4 
Estrene + folico (0,25 : 300) | 10/10 177,3 } 68 4,12 | 
Estrene + orotato (0,25 : 300) | 10/10 16,7 70 | 4,28 
| 


(*) A fianco di ciascun prodotto sono espresse in y le dosi totali somministrate; in parentesi, il primo numero indica la dose 
dell’estrogeno, il secondo quella dell’altra sostanza. 


(**) Numero di animali che ha risposto positivamente, con e¢stro completo, rispetto al numero totale di animali trattati. 
(***) Attivita di fosfatasi alcalina espressa in mg di P per g di organo fresco, dopo 1 h di incubazione a 37° C. 
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Nelle ratte ovariectomizzate, tanto il folico che 
Yorotato sono stati iniettati sottocute, in soluzione 
acquosa, 100 ¥ il giorno prima della somministrazione 
dell’estrogeno e 200 + in due volte il giorno stesso 
del trattamento con estrogeno. Tutti gli animali 
venivano sacrificati 48 h dopo l’iniezione di estro- 

eno. 

4 Nelle rattine impuberi, l’estrogeno fu sommini- 
strato in soluzione oleosa per via sottocutanea, sud- 
dividendo la dose, indicata per ciascun gruppo nella 
tabella VIII, in § sottodosi uguali, per 5 giorni; du- 
rante questo periodo, ai gruppi indicati in tabella fu 
anche iniettata, ogni giorno, sottocute, una soluzione 
acquosa contenente 30 x di acido folico o di orotico. 
Tutti gli animali vennero sacrificati dopo 100 h dal- 
Yultima somministrazione di estrogeno (Estrene = 
esoestrolo). 


Nelle condizioni delle nostre prove non é 
stata confermata la proprieta dell'acido folico 
di potenziare l’attivita estrogena; neppure |’a- 
cido orotico ha dimostrato di possederla. Ri- 
portiamo in sintesi i risultati delle nostre espe- 
rienze saggiando la risposta a trattamenti con 
acido folico e orotato da soli o associati all’e- 
strogeno di sintesi attraverso l’esame del se- 
creto vaginale, le variazioni del peso dell’ utero 
e dell’attivita fosfatasica (fosfatasi alcalina) del- 
l’utero stesso (Tabella Ill). 

A proposito dell’attivita fosfatasica pud es- 
sere interessante rilevare che, nella prova base 
su rattine impuberi, pei gruppi trattati con acido 
folico ed orotato avevamo trovato valori di 
attivita fosfatasica dell’utero significativamente 
pit bassi rispetto a quelli delle rattine trattate 
con estrogeno. 

Questo giustificava lulteriore prosegui- 
mento delle prove, mantenendo invariata la 
dose di 150 y di folico o di orotico. I dati delle 
prove successive mostrano che, per sommi- 
nistrazione delle due sostanze con estrogeno, 
tale effetto sulla fosfatasi alcalina non si é pit 
manifestato. 

Del resto, anche per l’utero di ratte ovariec- 
tomizzate, l’attivita fosfatasica dopo tratta- 
mento con orotato o con folico associato al- 
lestrogeno é risultata del tutto uguale a 
quella degli animali trattati soltanto con 
estrogeno. 

Una ricerca rivolta specificamente a stu- 
diare l’influenza dell’ acid orotico sulla fosfa- 
tasi potra confermare il nostro dato prelimi- 
nare di orientamento. 


DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 


A conclusione delle nostre esperienze, pos- 
siamo cosi riassumerne schematicamente i ri- 
sultati: 


I) Vi sono alcune condizioni nutritive 
nelle quali é possibile constatare sperimental- 
mente un effetto dell’acido orotico favorente 
la crescita ponderale. Nella serie delle nostre 
prove tale effetto é stato pit volte riscontrato 
registrando la ripresa def peso corporeo in 
ratti a crescita = al per carenza di com- 
plesso B o en alimentazione con una dieta 
contenente sulfaguanidina. 


I) In altre condizioni di nutrizione, come 
in ratti a dieta completa, nella dieta idrica esclu- 
siva, nella rialimentazione dopo digiuno, ecc., 
l’acido orotico non influenza R crescita 0 il re- 
cupero del peso corporeo. 


III) L’acido orotico non ha azione pirido- 
xinica; non ha modificato l’azione dell’aneu- 
rina sulla crescita di ratti carenti di complesso 
B; non ha influenzato il peso di ratti a dieta 
ipoproteica, ma ne ha ridotto la mortalita e 
aaa la sopravvivenza (Chiancone e Gi- 
noulhiac) con un effetto cioé simile a quello 
della vitamina E per i ratti alla stessa dieta. 

IV) L’acido orotico non si oppone al- 
l’effetto dell’aminopterina. 

V) L’attivita di un estrogeno di sintesi non 
risulta potenziata dall’acido orotico (né dall’a- 
cido studiato in parallelo). 


Sul primo punto di queste conclusioni, rite- 
niamo opportuna qualche considerazione. 

Abbiamo sottolineato che l’effetto dell’acido 
orotico favorente la crescita é stato ottenuto in 
alcune condizioni nutritive carenziali, che ab- 
biamo subito specificate e per i cui particolari 
rimandiamo alla parte sperimentale. 

In tutti i casi tale effetto é stato riscontrato 
quando l’alimentazione carenzata era stata so- 
spesa e gli animali ricevevano tutti i fattori vita- 
minici noti. Gli animali trattati allora con oro- 
tato hanno avuto una ripresa della crescita pid 
favorevole di quella degli animali a cui l’oro- 
tato non veniva fornito. 

Si dovrebbe pertanto pensare che l’azione del- 
Pacido orotico sulla crescita, nel ratto, non sia 
probabilmente da riportare ad una capacita 
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sostitutiva di uno dei fattori vitaminici noti. 
Questo concorderebbe con i risultati dell’espe- 
rienza di Manna e Hauge (4) e, sotto un certo 
aspetto, con l’osservazione di Moruzzi e Coll. 
(l. c.) nelle loro belle esperienze sul fattore 
proteico animale. 

Ma, mentre per Manna ed Hauge la que- 
stione si risolve con l’avvicinamento che essi 
fanno dell’acido orotico alla vitamina B,;, noi 
riteniamo che debba prima essere esclusa in 
maniera definitiva, con esperienze specifica- 
mente rivolte a questo scopo, una eventuale 
capacita sostitutiva rispetto all’acido folico. 

Il fatto che nell’esperienza con aminopterina 
l’acido orotico non abbia manifestato azione di 
tipo folico non autorizza ad escludere che 
un’azione di tale tipo si possa riscontrare nel- 
l’animale in altre condizioni. L’acido orotico 
potrebbe infatti non ingranare nel meccanismo 
dell’azione competitiva folico-aminopterina ed 
essere invece capace di sostituire il folico in 
una sua proprieta metabolica, manifestantesi 
eventualmente anche sulla crescita dell’ani- 
male. 


Negli animali a dieta con complesso B pri- 
vato di acido folico e di vitamina B,, e addi- 
zionata di sulfaguanidina, |’acido orotico si é 
dimostrato inattivo sulla crescita finché é du- 
rato il blocco della microflora intestinale capace 
di sintetizzare il folico. Ma, quando la sulfa- 

uanidina non é stata pid fornita con la dieta, 
Facido orotico ha determinato una pit favo- 
revole ripresa della crescita. Lo stesso effetto si 
é riscontrato in altri animali, in cui, tolta la 
sulfaguanidina nella dieta, si é reintegrato il 
complesso B con I’acido folico e con la vita- 
mina B,, di cui mancava; la somministrazione 
di orotato in questi animali ha determinato una 
migliore ripresa della crescita. 

Per spiegare quest’ultimo dato si potrebbe 

ensare che l’orotico abbia agito facilitando 
Peffetto del folico e della B,, sulla microflora 
intestinale; ma nell’esperienza ricordata prima, 
esso aveva favorito la crescita di animali che 
abbiamo continuato a tenere a dicta con com- 
plesso B priva di folico e di vitamina B,.,, 
anche dopo aver sospeso la sulfaguanidina. 

Se si ammette che l’acido orotico agisce a 
livello della flora batterica dell’intestino, que- 
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st’'azione deve verosimilmente essere condizio- 
nata comunque ad una particolare situazione 
della microflora, ravvisabile nella capacita della 
microflora stessa ad utilizzare l’orotato per la 
sintesi dei propri nucleotidi. 

Ma bisogna anche pensare alla possibilita di 
utilizzazione dell’acido orotico a livello delle 
cellule dell’organismo animale quando, da 
parte di esse, si verifichino condizioni favore- 
voli a tale utilizzazione. Queste, allo stato 
attuale delle conoscenze, non possono ancora 
essere precisate; dai dati di letteratura si pud 
presumere che varino anche secondo le specie 
animali. 

Vorremmo a questo punto ricordare che, 
nel ratto a digiuno e¢ nella rialimentazione dopo 
digiuno, l’orotato non ha avuto alcuna in- 
fluenza sulle curve del peso. Poiché da varie 
ricerche, effettuate anche nel nostro Labora- 
torio, si sa che talune attivita enzimatiche del 
fegato non subiscono variazioni significative 
per effetto del digiuno, si potrebbe pensare 
che tra le attivita enzimatiche che nel digiuno 
rimangono inalterate, vi siano anche quelle 
che presiedono al metabolismo ed alla utiliz- 
zazione dell’orotato. Questa ipotesi tuttavia 
non pud, per ora, poggiare su basi sperimentali. 


RIASSUNTO 


La ripresa del peso corporeoi n ratti con arresto di 
crescita da carenza di complesso B o da dieta conte- 
nente sulfaguanidina viene influenzata pit favorevol- 
mente se si aggiunge acido orotico ai fattori vitami- 
nici carenti. La crescita di ratti a dieta completa o a 
dieta idrica esclusiva o rialimentati con dieta completa 
dopo digiuno non viene influenzata dall’acido oro- 
tico. L’effetto dell’aneurina o della piridoxina in ratti 
carenzati di complesso B non viene modificato dal- 
l’acido orotico e cosi pure la carenza di piridoxina. 
L’acido orotico non si oppone all’azione dell’amino- 
pterina sulla mortalita e sul quadro ematico periferico. 
Non ha modificato la risposta di rattine impuberi 
e di ratte ovariectomizzate ad un estrogeno di sintesi. 
Questi risultati sperimentali vengono discussi e rife- 
riti i dati di letteratura sulle proprieta, sulla bio- 
genesi e sul metabolismo dell’acido orotico. 


RESUME 


Acide orotique. Etude générale et observations expéri- 
mentales sur cette substance comme facteur de croissance 
chez le rat. 


La reprise du poids corporel chez des rats présentant 
un arrét de croissance di a une carence en complexe B 
ou 4 un régime contenant de la sulfaguanidine est 


influencée plus favorablement si l’on ajoute de l’acide 
orotique 4 l’administration des facteurs vitaminiques 
en cause. La croissance de rats 4 régime complet ou a 
régime hydrique exclusif, ou réalimentés avec régime 
complet aprés jeun, n’est pas influencée par l’acide 
orotique. L’effet de l’aneurine ou de la pyridoxine 
chez des rats carencés en complexe B n’est pas mo- 
difié par l’acide orotique et il en est de méme pour la 
carence en pyridoxine. L’acide orotique ne s’oppose 
pas 4 l’action de l’aminoptérine sur la mortalité et 
sur le cadre hématologique périphérique. I] n’a pas 
modifié la réponse, chez de jeunes rates impubéres et 
chez des rates ovariectomisées, 4 un cestrogéne de syn- 
thése. Les auteurs discutent ces résultats expérimen- 
taux et rapportent les données de la littérature sur 
les propriétés de l’acide orotique, sur sa biogénése et 
son métabolisme. 


SUMMARY 


Orotic acid as a growth factor in rats. A general study and 
experimental observations. 


The gain of body weight by rats showing arrested 
growth due to vitamin B complex deficiency or to 
diets containing sulfaguanidine was enhanced when 
orotic acid was added to the missing vitamins. The 
growth of rats on a complete, or exclusively hydric, 
diet was not influenced by orotic acid; the same is 
true for refeeding after fasting. The effect of aneurin 
or pyridoxine in rats suffering from vitamin B 
complex deficiency was not modified by orotic acid 
nor was pyridoxine deficiency. Orotic acid did not 
inhibit the lethal action and the haemathological 
effects of aminopterin. It did not modify the response 
of immature or ovariectomized rats to a synthetic 
estrogen. The above findings are discussed and an 
account is given of the data from the literature 
concerning the properties, biogenesis and metabo- 
lism of orotic acid. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Die Orotsdure. Allgemeines. Die Orotsdure als Wachs- 
tumsfaktor an der Ratte (experimentelle Beobachtungen). 


Die Wiedergewinnung des Kérpergewichtes von 
Ratten, deren Wachstum durch Vitamin-B-kom- 
plexmangel oder durch Sulphaguanidin enthalten- 
des Futter zum Stillstand gebracht worden war, 
erfahrt durch Zusatz von Orotsdure zu den wieder 
zugefiihrten Vitaminen einen giinstigen Einfluss. Das 


Wachstum der Ratten, welche mit vollstindiger- 


Diat gefiittert wurden oder nur Wasser bekamen, 
oder nach Fasten wieder mit vollstindiger Diat 
ernahrt wurden, wird durch die Orotsdure nicht 
beeinflusst. Die Einwirkung des Aneurins oder des 
Pyridoxins auf Ratten im Vitamin-B-mangelzustand, 
sowie die Pyridoxinkarenz werden durch die Orot- 
siure nicht abgeaindert. Die Orotsiure hemmt nicht 
die Wirkung des Aminopterins auf die Sterblich- 
keit und auf das periphere Blutbild. Auch die Reak- 


tion synthetischen, oestrogenen Praparaten gegeniiber 
wurde bei noch nicht geschlechtsreifen Ratten und 
bei solchen, denen die Eierstécke entfernt worden 
waren, durch Orotsdure nicht beeinflusst. Nach 
Besprechung dieser Versuchsergebnisse wird iiber die 
in der Literatur erschienenen Arbeiten und iiber die 
Eigenschaften, die Biogenese und den Stoffwechsel 
der Orotsaure berichtet. 


RESUMEN 


Acido orédtico. Estudio general y observaciones experimen- 
tales sobre el mismo como factor de crecimiento en la rata. 


La recuperacién del peso corporal en ratas con 
detencién del crecimiento por carencia de complejo B 
o por dieta conteniendo sulfaguanidina es influen- 
ciada mas favorablemente si se agrega acido ordtico 
a los factores vitaminicos carentes. El crecimiento de 
ratas mantenidas a dieta completa o a dieta hidrica 
exclusivamente o realimentadas con dieta completa 
después de ayuno, no es influenciado por el acido 
ordtico. El efecto de la aneurina o de la piridoxina 
en ratas carenciadas en complejo B, no es modificado 

or el Acido ordético, y otro tanto puede decirse para 
a carencia en piridoxina. El acido ordético no se 
opone a la accién de la aminopterina sobre la mortali- 
dad y sobre el cuadro hematico periférico. No ha 
modificado la respuesta de ratas imptberes y de 
ratas ovariectomizadas frente a un estrogeno sintetico. 
Se discuten estos resultados experimentales y se re- 
fieren los datos de la literatura sobre las propiedades, 
biogénesis y metabolismo del acido orotico. 
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ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE DELL’UNIVERSITA DI BARI 


(Direttore: Prof. V. Chini) 


« Vitamina T» ed assorbimento intestinale del ferro. 


Ulteriore contributo sull’azione esercitata dall’acido folico 


e dalla vitamina 


M. DIBENEDETTO DELL’AQUILA - V. MINERVA (*) 


INTRODUZIONE 


Con questo nostro studio abbiamo voluto 
osservare l’azione della cosiddetta « Vitamina T 
Goetsch » (vitamina T) sull’assorbimento ga- 
stro-intestinale del ferro per completare le ri- 
cerche riferite in un precedente lavoro da 
Dibenedetto e Bini (1), nel quale, dopo aver 
esposto la estesa letteratura sull’azione delle 
vitamine sull’assorbimento marziale, gli AA. si 
sono interessati particolarmente dell’acido fo- 
lico e della vitamina B,,. Essi hanno studiato 
il comportamento della sideremia da carico 
orale di ferro (1 g di ferro ridotto all’idrogeno) 
dopo somministrazione orale rispettivamente 
di 40 mg di folacina o di 100 mcg di coba- 
mina; hanno integrato |’osservazione facendo 
ingerire le due vitamine associate, oppure dosi 
massive di vitamina B,, (2.500 meg), ed inol- 
tre eseguendo. dosaggi del ferrd serico dopo 
carico endovenoso di ferro e di vitamine. Dai 
risultati hannd tratto le seguenti conclusioni: 
1) lacido folico migliora sia l’assorbimento 
gastro-intestinale del ferro che la fissazione del 
metallo nei tessuti; 2) la vitamina B,, non 
esplica invece nessuna delle due azioni sud- 
dette, anzi la semplice osservazione dei risultati 
mostra che Pon quanto riguarda |’assorbimento 


essa o lo favorisce scarsamente o non I'in- 


fluenza affatto oppure, addirittura, lo inibisce. 


(*) Spettano al Dott. M. Dibenedetto Dell’ Aquila l’impo- 
stazione lavoro e la redazione della nota. [1 Dott. V. Mi- 
nerva ha attivamente collaborato alla esecuzione delle ricerche 
e se ne é servito per la sua tesi di Laurea (V. Chini). 


Gli AA. hanno quindi constatato una discor- 
danza di azione delle due vitamine sull’assor- 
bimento del ferro, nonostante che sia noto il 
loro sinergismo in altri processi (crescenza mi- 
crobica, sintesi delle pred roteine, reazioni di 
metilazione, stimolazione ecc.) 
e la reciproca influenza sul loro assorbimento, 
immagazzinamento ed attivazione (Gajdos, 2). 


I motivi di tale discordanza possono essere rintrac- 
ciati rifacendosi ad esperienze ed osservazioni di altri 
ricercatori. Le ricerche di Chow e Coll. (3), Unglaub 
e Coll. (4), Yamamoto e Coll. (5) sull’assorbimento 
gastro-intestinale della vitamina B,2 fanno ritenere 
che probabilmente nell’uomo adulto e sano siano 
sufficienti per i bisogni emopoietici le piccole quan- 
tita di vitamina contenute negli alimenti, e che il 
resto dato in pil non venga assorbito ma sia invece 
eliminato. Le esperienze di Burkholder (6), di Tern- 
berg ed Eakins (7) e di Hall (7 bis) hanno stabilito 
che la vitamina B;2 che si lega al fattore intrinseco 
viene assorbita, e quindi si sottrae alla flora batterica 
intestinale consumatrice di cobamina_particolar- 
mente di alcuni ceppi di E. coli. Inoltre é stato anche 
dimostrato che si pud ottenere un beneficio emato- 
logico mediante l’azione battericida esercitata dalla 
terapia antibiotica orale su tale flora (Lichtman e 
Coll.; 8). 

Dibenedetto e Bini (1) hanno pensato che la 
vitamina B,, ingerita in eccesso e non combi- 
natasi col fattore intrinseco possa venire di- 
strutta o, meglio, utilizzata dagli organismi 
coliformi, di cui costituisce un importante fat- 


- tore di crescita, con l’effetto di un esaltamento 


della loro attivita riproduttiva. Tale iperatti- 
vita richiederebbe una maggiore quantita di 
altri fattori di crescita ed enzimi e quindi anche 
di ferro, che percid verrebbe sottratto all’as- 
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sorbimento. Questo meccanismo ipotetico pud 
essere preso in considerazione, pur avendo bi- 
sogno di una documentazione diretta e pur 
offrendosi ad una importante obiezione: gli 
enzimi contenenti ferro dei germi intestinali 
posseggono quantita trascurabili del metallo 
rispetto a quello introdotto con gli alimenti 
(ed ancor pit col carico sperimentale) e non 
assorbito. Comunque questa obiezione non é 
decisiva in quanto non tutto il ferro ingerito 
viene ionizzato e reso assorbibile, e perché é 
proprio dalla quota assorbibile che verrebbe 
sottratta una parte per il fabbisogno batterico. 
Inoltre si é meno riluttanti ad accettare questa 
ipotesi, se si tengono presenti i quadri di anemia 
ipocromica che seguono a stenosi anche basse 
o a diverticoli dell’intestino, in cui ha grande 
importanza la profonda modificazione della 
flora batterica intestinale. Basti infine ricor- 
dare il posto che occupa questo fattore nella 
produzione delle alterazioni biologiche e cli- 
niche da antibiotici (Chini e Di Raimondo; 9), 
fra le quali figura anche un diminuito assorbi- 
mento del ferro (Di Raimondo e Dibenedetto; 
10). 

Le risultanze delle ricerche oggetto di questa 
nota potrebbero anche servire a indagare 
se la vitamina B,, risultata inattiva con la 
metodica precedentemente usata (1), dimo- 
stri invece una certa attivita sull’assorbimento 
del ferro quando venga associata all’acido fo- 
lico in forma e dosaggio corrispondenti ad una 
situazione reperibile in natura. 

Ci hanno spinto a questa indagine: 1) le 
osservazioni di Dietrich e Coll. (11-12) che 
hanno documentato !’azione della vitamina B,, 
sull’immagazzinamento dell’acido folico nel 
fegato e sulla sua trasformazione in acido foli- 
nico, e viceversa l’azione dell’acido folico 
sull’immagazzinamento della vitamina B,.; 2) 
la dimostrazione di Meyer e Coll. (13) di 
un’azione a tipo di fattore intrinseco eserci- 
tata dalla folacina sull’assorbimento della B,,.; 
3) Tesistenza di un adeguato composto vita- 
minico estrattivo, la vitamina T. 


Questa sostanza é stata come é noto isolata da 
Goetsch (14) da alcuni funghi saccaromiceti del genere 
« Torula utilis », viventi in simbiosi nell’intestino di 
termiti soldati e considerata responsabile del loro 
maggiore accrescimento rispetto alle termiti operaie. 
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In seguito, con analisi_ microbiologica, cromuto- 
grafica e spettroscopica, Weygand (15) e Wacker e 
Coll. (15 bis) hanno dimostrato che la vitamina T 
é costituita da vitamina By2, acido folico ed acido 
folinico oltre che da Lactobacillus helveticus factor, 
desossiriboside ed altre sostanze non identificate ad 
azione vitaminica o vitamino-simile. 

Angelini e Pennati (16) affermano che: « dalla vita- 
mina T sia attuata la pil appropriata associazione dei 
fattori antianemico-perniciosi deputati alla sintesi 
degli acidi nucleinici, essendo essa naturale e non 
creata sulla base di arbitrarie formule biochimiche», 
ed inoltre che: « questi principi sono nella forma bio- 
logica pili attiva per l’assimilazione e per far . parte 
dei sistemi enzimatici a cui sono destinati » (*). 


RICERCHE E RISULTATI 


In nove soggetti ematologicamente normali 
abbiamo praticato delle determinazioni sidere- 
miche da carico orale impiegando un grammo 
di ferro ridotto all’idrogeno. Abbiamo ese- 
guito prima dosaggi di controllo con solo 
ferro, a distanza di due giorni una seconda se- 
rie di dosaggi con ferro e vitamina T (facendo 
ingerire 5 cc del preparato all’inizio dell’espe- 
rimento e 5 cc dopo due ore), e soltanto in sei 
pazienti a distanza di altri due giorni una terza 
prova con ferro e acido folico (somministrando 
per os 20 mg all’inizio e 20 dopo due ore). 

Per quanto riguarda il dosaggio dei singoli 
componenti della vitamina T, con 10 cc del 
— commerciale a nostra disposizione ab- 

iamo somministrato: 10,25 mcg di vitamina 
B,2, 21,10 mcg di acido folinico, 37,50 mcg 
di acido folico, 7.500 U.I. di Lactobacillus 
helveticus factor e 7,50 mcg di desossiriboside. 


(*) Rimandiamo ai rispettivi lavori per le pi: note azioni te~ 
rapeutiche della vitamina T: nei bambini immaturi e distrofici 
innanzitutto, nel rachitismo, nell’osteoporosi, nella formazione 
del callo osseo, nella guarigione di ferite o piaghe. Per la maggior 
parte degli AA. essa esplica azione eutrofico-stimolante, che si 
accompagna specialmente ad un’attivazione della sintesi proteica 
con normalizzazione delle proteine ematiche. 

Le osservazioni ematologiche sono frammentarie e non sono 
oggetto di uno studio specifico. Chiesura e Petrides (17) hanno 
notato un miglioramento del quadro ematologico. Tria (18) af- 
ferma che in tutti i casi clinici é stato osservato un aumento 
dell’emoglobina. Angelini e Pennati (16) hanno ottenuto un au- 
mento di circa mezzo milione di globuli rossi e di oltre il 15 % 
Gell’emoglobina in circa un terzo dei loro casi fra distrofici ed 
immaturi. De Marco (19) ha trovato invece una diminuzione dei 
globuli rossi e dell’emoglobina negli immaturi: reperto che, se- 
condo I’A., é infirmato dalle condizioni neonatali. Questo A., 
inoltre, in accordo con quanto consigliano Nussbaumer (20) ¢ 
Schmidt (21), avverte che durante la somministrazione della vita- 
mina T si rende opportuna anche quella di ferro per far fronte 
alla pit intensa utilizzazione del metallo, indotta dall’accelerata 
crescita, € per sopperire alla deficienza delle riserve marziali negli 
immaturi. 


TABELLA 
Valori del Fe serico in gamma per 100 cc dopo carico 
di Fe per os 
| 
IN.) Fe +... 2h 4h 6h 
I 133 150 133 166 | + 33 | 
Va. T.. 116 166 200 216 | + 100 | 
2 100 283 366 366 + «(266 
VET 216 216 200 116 
50 50 100 83 | + 50 
Vit.T ..| 66 116 83 133 | + 67| 
| 4 | 83 83 166 116 | + 83 
| Va. T.:. 66 | 133 200 183 + 134 
Ac. fol. . 83 166 183 150 + 100 
| } | 
5 150 183 216 166 + 66 | 
| Vit. T 166 233 250 200 + & 
| Ac. fol 116 | 166 133 200 | + & 
6 66 66 150 & 
Vit. T 66 116 200 100 «134 
Ac. fol. 50 83 166 116 | + 116 
| 7 | 83 100 183 166 | + 100 
Var :. | 83 133 216 166 + 133 
Ac. fol. . | 83 133 183 183 | + 100 
8 83 150 266 250 + 183 
Vit. T 83 300 400 416 | + 333 | 
Ac. fol. . | 100 166 166 150 | + 66 
9 | 100 116 150 183 | + 83 
i ee 100 166 200 | + 117 
| Ac. fol. 83 100 150 200 | + 117} 


Valori del Fe serico in gamma per 100 cc dopo carico 
di Fe per endovena 


F , Val. diff. Val. diff. 
| N. Fe + ...| 5 th 3h mn. | 
| I 133 | 383 366 316 283 + 250 + 150 


Vit.T. .. | 116 283 , 266. 266 216 + 167 + 100 
Ac. fol... | 133 316 300 | 283, 233: + 183 + 100 


Vit. T. .. | 116) 300 300 250 200 + 184 + & 
Ac. fol. .. | 116! 300 283 266 216 + 184 + 100 


Abbiamo eseguito le prove al mattino dalle 
ore otto in poi, prelevando il sangue di due 
ore in due ore e tenendo i pazienti a digiuno. 
Per il dosaggio del ferro serico abbiamo ado- 
perato il metodo di Heilmeyer e Plétner. 

Abbiamo riportato i valori della sideremia 
in una Tabella, in cui abbiamo espresso il ferro 
serico in y % cc, per ogni singola frazione di 
tempo indicata; nell’ultima colonna abbiamo 
indicato il pit alto valore differenziale rispetto 
a quello iniziale. 

Esaminando i dati in Tabella, notiamo che i 

valori della sideremia constatati previa intro- 
duzione di vitamina T hanno mostrato quasi 
sempre un andamento chiaramente piii ele- 
vato di quelli di controllo ed in alcuni casi 
(N. 1, 4, 6, 8) anche in modo accentuato (*). 
Essi sono stati pitt bassi di quelli di controllo 
soltanto in un caso (N. 2), in cui perd I’as- 
sorbimento basale era gia molto elevato. Pos- 
siamo quindi affermare che la vitamina T mi- 
gliora l’assorbimento gastro-intestinale del 
ferro. 
_ Dei sei casi in cui abbiamo provato I’acido 
folico, in quattro (N. 4, 5, 6, 9) il ferro serico 
ha raggiunto valori pit elevati di quelli di 
peste , in uno (N. 7) gli stessi valori, ed in 
un altro (N. 8) si é mantenuto al di sotto. 
Questi reperti confermano quelli di Dibene- 
detto e Bini (1). 

Se confrontiamo ora i dati ottenuti con vita- 
mina T con quelli ottenuti con acido folico, 
notiamo che i primi hanno manifestato un 
comportamento pitt elevato dei secondi in 
quattro casi (N. 4, 6, 7, 8) anche in maniera 
molto spiccata (N. 8) ed uguale in soli due 
casi (N. 5, 9). Quindi la vitamina T migliora 
l’assorbimento del ferro anche nei confronti 
della folacina, gia attiva per conto suo. 

Infine abbiamo voluto accertarci se l’ipersi- 
deremia da noi provocata con I’uso orale del 
ferro fosse dovuta anche o soltanto a dimi- 
nuita utilizzazione del metallo da parte dei 
tessuti. 

Abbiamo percid praticato in due soggetti 
ematologicamente normali delle sideremie da 


(*) Abbiamo comparato tra di loro i valori considerando sem- 
pre la differenza fra il valore massimo e quello di partenza di ogni 
singola prova. 
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carico endovenoso di ferro, eseguendo prima 
dosaggi di controllo, poi una seconda serie di 
dosaggi previa somministrazione orale di vi- 
tamina T, ed infine una terza dopo ingestione 
di acido folico. Abbiamo iniettato endovena 
10 mg di ferro bivalente sotto forma di gluco- 
nato ferroso. Abbiamo prelevato il sangue pri- 
ma del carico e dopo 15’, th, 2h e 3h. Abbiamo 
riportato i dati nella Tabella; nella penultima 
colonna abbiamo espresso la differenza fra il 
valore piti alto delle sideremie (5’) e quello 
iniziale, nell’ultima invece la differenza fra il 
valore pitt basso e quello iniziale. 
Esaminando i valori delle sideremie notiamo 
che la vitamina T in tutti e due i casi ha deter- 
minato un’ascesa meno alta del ferro serico ed 
una sua piii rapida scomparsa dal circolo, non 
solamente in paragone con i valori di controllo 
ma anche, sia pure modestamente, con quelli 
condotti con acido folico, i quali a loro volta 
sono risultati pit’ bassi del controllo. In defi- 
-nitiva la vitamina T esplica anche sulla ferro- 
pessi tessutale un’azione favorevole, migliore 
sia pur di poco di quella gia nota esercitata 


dall’acido folico (*). 


CONCLUSIONI 


Possiamo fare diverse ipotesi per spiegare tale 
favorevole attivita della vitamina T sull’as- 
sorbimento del ferro, migliore di quella eser- 
citata sia singolarmente dall’acido felico e dalla 
vitamina B,, che dalla loro associazione. 


1) L’acido folico presente nella vitamina T 
pud essere trasformato dalla vitamina B,, in 
acido folinico, secondo l’ammissione di Die- 
trich e Coll. (12). L’acido folinico, pure pre- 
sente nella vitamina T, pud possedere anche per 
l’assorbimento del ferro maggiore attivita del- 
l’acido*folico. Fra i due principi l’acido foli- 
nico viene considerato la forma metabolica- 
mente attiva e si pensa che probabilmente in 
esso venga convertito l’acido folico della dieta, 
e di cui é almeno quindici volte pid attivo 


(*) Una recente osservazione di ordine terapeutico conferma 
che l’azione conbinata di acido folico e di vitamina B,> migliora 
Putilizzazione del ferro: Kenawy e Hassanein (22) hanno infatti 
notato, in anemie da deficienza marziale, un maggiore incre- 
mento dell’emoglobina somministrando per via parenterale il 
ferro con le due vitamine invece che il metallo da solo. 
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secondo i saggi microbiologici (Bond; 23). 
Attualmente perd autorevoli AA. vedono di- 
versamente i rapporti fra i due fattori vitami- 
nici. Girdwood (24) ha recentemente ammesso 
che l’acido folinico somministrato per os si 
trasforma in presenza dell’acido cloridrico 
gastrico in acido folico e come tale viene assor- 
bito, altrimenti appare inalterato nel sangue e 
nelle urine: egli dell’opinione che l’acido 
folinico rappresenti soltanto la forma di imma- 
gazzinamento nel fegato. Inoltre, contraria- 
mente all’attesa, Suarez e Coll. (25) hanno os- 
servato nel trattamento della sprue acuta tro- 
picale che la somministrazione orale di acido 
folico ha dimostrato una maggiore efficacia 
clinica ed ematologica dell’acido folinico indi- 
pendentemente dalla presenza di achilia gastrica. 
Di fronte a tali reperti contrastanti per le 
azioni pit’ comuni del Leuconostoc citrovorum 
factor non possiamo concedere ad esso tran- 
quillamente un’attivita maggiore della fola- 
cina nell’agevolare |’assorbimento del ferro. 


2) La vitamina B,, se favorisce l’immagazzi- 
namento dell’acido folico nel fegato (Dietrich 
e Coll.; 11), pud anche favorirne |’assorbi- 
mento ed aumentare cosi la quantita del ferro 
assorbito. Se cosi fosse Dibenedetto e Bini (1) 
avrebbero gia dovuto ottenere miglior effetto 
con l’associazione delle due vitamine (vedi ap- 
presso nel paragrafo 5). 


3) L’acido folico pud potenziare a sua volta 
l’assorbimento gastro-intestinale della vita- 
mina B,, (Meyer e Coll.; 13), cosi come ne 
favorisce l’immagazzinamento nel fegato (Die- 
trich e Coll.; 11), ed agire in tal modo sull’as- 
sorbimento marziale: si cade perd nella stessa 
obiezione del punto precedente. 


4) Gli altri principi noti o non ancora iden- 
tificati esistenti nella vitamina T possono agire 
per conto proprio oppure interferire nel pro- 
cesso dell’assorbimento del ferro con quelli 
gia considerati. 

L’acido desossiribonucleinico pud vicariare 
l’azione dell’acido folico: recente é |’ osserva- 
zione di Di Bella e Vacca (26) circa la possibi- 
lita di sostituire l’acido folico con vari compo- 
nenti dell’acido desossiribonucleinico nella 
dieta di ratti in accrescimento. 
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il Lactobacillus helveticus factor pud modi- 
ficare la flora batterica intestinale con modifi- 
cazione dell’equilibrio vitaminico. 

Non vi sono ricerche specifiche sull’influenza 
di questi altri fattori sull’assorbimento del 
ferro: pertanto non abbiamo per ora motivi 
per ritenere e neanche ny escludere che in 


essi risieda la ragione del fenomeno da noi 


osservato. 


5) Tale ragione pué risiedere nelle dosi, con- 
siderate sia singolarmente che nel loro reciproco 
rapporto, in cui le due vitamine sono contenute 
nella vitamina T. 

Nelle ricerche di Dibenedetto e Bini (1) erano 
mescolati 100 mcg di vitamina B,;,e 40 mg 
di acido folico con un rapporto di 1/400. In 
10 cc di vitamina T alien contenuti in- 
vece 10,25 meg di vitamina-B,, e 37,50 mcg 
di acido folico con un rapporto di 1/3,6 
(che diventa di 1/5,7 se si contano anche i 
21,10 mcg di acido folinico). 

Tale naturale equilibrio delle due vitamine 

ud determinare un maggiore o totale assor- 

pele: delle stesse, ciascuna delle quali miglio- 
rerebbe I’assorbimento del ferro agendo sia 
direttamente che attraverso una migliore as- 
similazione dell’altra (vedi i lavori gia citati 
di Dietrich e Coll.; 11 ¢ di Meyer e Coll.; 
13). 

Per quanto riguarda la vitamina B,2, questa 
sfuggirebbe in tutto o in gran parte all’utiliz- 
zazione da parte della flora batterica intestinale 
consumatrice di cobamina, a causa del suo 
totale o subtotale assorbimento. Tale utilizza- 
zione, secondo quanto abbiamo gia detto, 
avrebbe dato alla flora stessa una spinta ripro- 
duttiva con richiesta di altri fattori di crescita 
ed anche di ferro, sottratto in tal modo all’as- 
sorbimento intestinale. 


Una recente osservazione di Unglaub e 
Coll. (27) fornisce qualche elemento utile alla 
nostra interpretazione: gli AA. hanno visto 
che una dose orale di 3.000 mcg di vitamina B,. 
é assorbita in modo paragonabile ad un’inie- 
zione intramuscolare di 10-25 mcg della stessa 
nella maggior parte dei soggetti sia normali 
che anemici perniciosi. Facciamo ora notare 
che: a) una quantita fra 10 e 25 mcg di vita- 


mina é contenuta in 10 cc del preparato di vita- 
mina T che ha dimostrato una sicura atti- 
vita sul fenomeno studiato; 6) la stessa quan- 
tita dovrebbe essere stata assorbita dalle macro- 
dosi orali usate da Dibenedetto e Bini (1) ¢ che 
invece risultarono prive di effetto. Tale diver- 
sita di effetto pud essere giustificata dalla so- 
stanziale differenza esistente fra le due moda- 
lita di somministrazione: a) con la vitamina T 
la piccola quantita di B,, verrebbe assorbita 
completamente (dato il naturale rapporto con 
l’acido folico) ed avrebbe percid la possibilita 
di migliorare l’assorbimento intestinale del 
ferro; b) con le forti dosi di cobamina la stessa 
quantita di cobamina verrebbe assorbita, ma 
tutto il resto rimarrebbe a disposizione della 
flora intestinale con consecutiva sottrazione di 
ferro. 

L’importanza del dosaggio delle due vita- 
mine nell’influenzare |’assorbimento del ferro, 
da noi prospettata, ¢ pure sostenuta da altri 
AA. per altre azioni. 

Meyer e Coll. (13), in tre casi di anemia perniciosa 
in ricaduta, hanno ottenuto un miglioramento usando 
dosi orali subminimali di vitamina B;2 (2 mcg) e di 
acido folico (1,67 mg) con un rapporto di 1/66,8: tale 
rapporto si distanzia notevolmente da quello di 1/400 
esistente nel miscuglio adoperato da Dibenedetto e 
Bini (1) ¢ si avvicina a quello di 1/5,7 della vitamina T. 

De Felice (28-29) ha osservato che sia la vitamina B;2 
che l’acido folico, somministrati in dosi adeguate 
(rispettivamente I mcg e 12,5 mg pro die) a cavie a 
dieta scorbutogena, esplicano azione risparmiatrice 
della vitamina C, in modo da inibire la comparsa della 
sintomatologia dello scorbuto. 

In seguito De Cambio e Salonna (30) hanno fatto 
un’importante osservazione nelle stesse cavie a dieta 
scorbutogena: la somministrazione di vitamina B;2 e 
di acido folico per mezzo della vitamina T ne modi- 
fica i rapporti esistenti singolarmente con la vita- 
mina C, nel senso che dosi di per sé inefficaci di acido 
folico (7,5 mcg) rendono ben tollerabili dosi di vita- 
mina B;2 (2,05 mcg), che isolatamente risulterebbero 
tossiche, 

Quindi pud verificarsi anche per I’assorbi- 

> 
mento gastro-intestinale del ferro nell’uomo 
cid che si verifica ad esempio nei riguardi della 
vitamina C nelle cavie. Possono cioé avere 
importanza sia il dosaggio delle vitamine prese 
in considerazione — il reciproco rapporto 
delle loro singole dosi. Questa ipotesi ci viene 
suggerita non da un artificio di tecnica ma da 
una situazione ritrovata in natura, costituita 
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dalla vitamina T. Ci lascia perd in dubbio il 
sospetto che i principi non ancora identificati 
contenuti nella vitamina T abbiano una loro 
parte nel processo da noi studiato, sia agendo 
per conto proprio, sia proteggendo i principi 
noti e sia attivandoli. 


RIASSUNTO 


Gli AA. hanno studiata I’azione esercitata dalla cosi 
detta «vitamina T» sull’assorbimento gastro-intesti- 
nale del ferro, a completamento di precedenti ricerche 
sull’azione dell’acido folico e della vitamina B,> sullo 
stesso processo biologico. Le esperienze hanno dimo- 
strato una chiara influenza favorevole della vitamina T 
naturale, contenente piccole dosi delle due vitamine 
suddette, sull’assorbimento del ferro. Tale influenza 
é maggiore di quella esplicata dall’acido folico e dalla 
vitamina B,2, somministrati sia insieme sia isolata- 
mente, anche se per la vitamina B;2 in forti dosi. 


RESUME 


Vitamine T et absorption intestinale du fer. Nouvelle 
contribution a de action exercée par lacide 
folique et par la vitamine By2. 


Les auteurs ont étudié l’action exercée par la vita- 
mine appelée vitamine T sur l’absorption gastro-intes- 


tinale du fer, complétant ainsi les recherches précé- 


demment effectuées sur l’action de l’acide folique et de 
la vitamine B,2 sur le méme processus biologique. 
Les expériences ont montré que la vitamine T natu- 
relle, contenant de petites doses convenables des deux 
vitamines précitées, exerce une influence nette et 
favorable sur l’absorption du fer. Cette influence est 
supérieure 4 celle qu’exercent l’acide folique et la 
vitamine B;2 administrés en association ou s¢parément, 
méme si, pour la vitamine B,2, l’administration a lieu 
en doses élevées. 


SUMMARY 


Vitamin T and the intestinal absorption of iron. A further 
study on the action of folic acid and vitamin By2. 


The authors studied the action of the so-called 
«vitamin T» on the gastrointestinal absorption of iron, 
in order to complete previous researches on the action 
of folic acid and vitamin B;2 on the same biological 
process. The experiments showed that natural vit- 
amin T, which contains small doses of the above two 
vitamins, has a distinct favourable action on the 
absorption of iron. This action is greater than that 
exerted by folic acid and vitamin B,2 administered 
either singly or in combination, and that even by high 
doses of vitamin B;2. 
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ZUSAMMENFASSUNG 


Vitamin T und Eisenresorption im Darm. Weiterer Beitrag 
zur Einwirkung der Pholsdure und des Vitamins By». 


Verff. haben die Einwirkung des sogenannten 
Vitamins T auf die Eisenresorption im Darmtraktus 
untersucht, und somit eigene friihere Arbeiten iiber 
die Einwirkung der Pholsdure und des Vitamins B,> 
auf diesen biologischen Vorgang erginzt. Die ange- 
stellten Versuche haben einen deutlich giinstigen 
Einfluss auf die Eisenresorption seitens des natiirlichen 
Vitamins T nachgewiesen, welches kleine Mengen 
der beiden erwahnten Vitamine enthilt. Dieser Ein- 
fluss ist ausgeprigter als jener, welcher durch die 
Pholsdure und das Vitamin B,2, sowohl bei getrennter 
als bei gemeinsamer Zufiihrung, sowie schliesslich 
bei Zufuhr hoher Vitamin B,2 dosen, ausgeiibt wird. 


RESUMEN 


Vitamina T y absorcion intestinal del hierro. Nueva con- 
tribucion al estudio de la accién ejercida por el dcido 
folico y por la vitamina B,2. 


Los autores han estudiado la accién ejercida por la 
denominada « vitamina T » sobre la absorcién gastroin- 
testinal del hierro, completando asi sus anteriores 
investigaciones sobre la accion del acido félico y de la 
vitamina B,2 sobre el mismo proceso bioldgico. Las 
experiencias han demostrado que la vitamina T natu- 
ral, conteniendo pequefias dosis convenientes de las 
dos vitaminas precitadas, ejerce una influencia neta y 
favorable sobre la absorcién del hierro. Esta influencia 
es mayor que la ejercida por el acido fOlico y la vita- 
mina B,2, ya sea administradas aisladamente o bien 
juntas, inclusive si la administracién de la vitamina 
se efectia en fuertes dosis. 
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(Direttore: Prof. F. M. Chiancone) 


Influenza della vitamina B,, dell’acido folico 


e dell’acido pantotenico sulla fagocitosi ( 


A. LAMANNA (2) - L. TAVIANI 


TABELLA | 


Fagocitosi «in vitro ». 


LABORATORIO DELLA DIREZIONE MEDICA CENTRALE DELLA LEPETIT S. p. A. - MILANO 


Controlli Acido folico | Ca pantotenato | Vitamina Bs 
N. ratto | cc 0,§ soluzione fisiologica 40y/cc 20oy/ec | 3,2y/ec 1,6s/cec | 4,6y/cec 2,3y/ec 
me Pol. fag. | Pol. fag. | Pol. fag. | Pol. fag. | Pol. fag. | Pol. fag. 
% % % % % % % 
| 
| I 32 37 34 16 19 23 25 
2 36 40 35 36 26 | 31 36 | 
3 29 30 30 24 ‘a1. 27 
4 30 24 13 13 15 13 15 
5 30 | 27 33 37 39 34 39 | 
; 6 35 35 34 28 41 | 
| 7 29 32 33 29 30 31 22 
8 31 16 18 10 II 12 13 
9 17 21 10 | 7 9 II II 
} 10 22 20 14 10 15 18 17 
| 
| Medie 29,1% | 28,2% | 25.4% 21,0% 22,6% | 23.5% 24,6% 
| 0,7—0,8 | 0,02—-0,05 | 0,05—0,1 | 0,1—0,2 0,2—0,3 


(*) Significativita delle differenze tra le medie, calcolata rispetto ai corrispondenti valori dei controlli secondo Fisher (20). 


L’abbreviazione Pol. ‘fag. indica: Polinucleati fagocitanti dell’essudato peritoneale. 
I valori di dosi si intendono come acido folico, acido pantotenico ¢e piridoxina. 


(1) Nel lavoro apparso nel 2° Fascicolo sono state omesse le tabelle che seguono. 


(2) Assistente presso I’Istituto di Patologia Generale dell’Universita di Firenze. 
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TABELLA II 


Fagocitosi «in vivo ». 


10 ratti 


| 


| 


. 10 ratti 10 ratti 10 ratti 
10 rattl| —trattati | trattati trattati trattati 
con- | con vit. Bs \con ac.folico con Ca pant.| con vit. Bg} 
trollo | mg 0,8/Kg/ | mg 0,6/Kg/| mg 3/Kg/ | ac. folico, 
Idie | Idie Ca pant. 


Controlli 


Pol. fag.! Pol. fag. | Pol. fag. | Pol. fag. | Pol. fag. 
% % % % % 
| | | 
9 2 | 18 1§ II 
12 8 | 12 6 | 9 
12 8 | II 7 | 17 | 
7 10 25 8 | 9 
14 5 31 12 6 
9 9 21 | 17 13 | 
10 II 16 10 | 14 | 
7 + II 9 | 12 
10° 6 5 II | 12 
— Media | Media Media Media | Media | 
pind 10,7 7,6 15,9 10,9 11,8 
. P | 0,02—0,05 | 0,05—0,1 0,6—0,7 | 0,4—0,5 
— | | 
6 L’abbreviazione Pol. fag. indica: Polinucleati fagocitanti dell’es- 
— sudato peritoneale. 
TABELLA III 
Fagocitosi «in vivo ». 
| Vitamina B, — Giorni di trattamento | 
15 
+ ratto N. ratto iti 
sangue circolante sangue circolante | 
| | | 
I 14.900 23.800 9 II 33-100 
2 12.100 65.000 6 12 20.500 
| 3 8.100 23.000 8 | 13 14.600 
4 10.500 17.200 9 \| 14 14.400 
% 5 19.100 30.300 6 l 15 11.500 
6 12.800 24.800 9 | 16 | 10.700 
3 | 7 10.200 21.700 7 | 17 14.400 
— 8 11.300 20.600 5 | 18 22.800 
9 13.800 22.000 19 19.500 
10 14.100 21.400 8 | | 20 11.600 
Media 12.690 26.980 7 | Media 17.310 
< 0,01 < 0,01 


| 
| 


} 
| 
| 


Polinucleati (*) 
fagocitanu 


o 


21 
25 


(*) Polinucleati fagocitanti dell’essudato peritoneale. 
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